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Tafel T

Keimgehalt der Stalluft (§ 16). Die Schale wurde !/, Minute
gedffnet und am 5. Tage photographiert. /, nat. Gr.
Keimgehalt der Laboratoriumsluft (§ 16). Die Schale wurde
80 Minuten getffnet und am 5. Tage photographiert. 1/, nat. Gr.
Tusche-Ausstrichprdparat (§ 24). Vergr. 900-fach.

Bakterien im hdngenden Tropfen (§ 25). Vergr. 900-fach.
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Vorwort

Fiir das experimentelle Arbeiten in medizinisch-bakterio-
logischen Laboratorien stebt eine reichhaltige Literatur zur
Verftigung. Ahnlich verhilt es sich in bezug auf die Mikro-
biologie der Grungsgewerbe (Bremnerei, Brauerei, Wein-
bereitung usw.). Dagegen fehlte es bisher an einer speziellen
Anleitung zur Ausftihrung landwirtschaftlich-bakteriologi-
scher Untersuchungen (auf dem Gebiete der Futtermittel-,
Molkerei-, Diinger- und Bodenbakteriologie). Diesem oft
empfundenen Mangel soll das vorliegende Buch abhelfen.
Bei der Abfassung konnte ich mich auf die Erfahrungen
stiitzen, die ich bei der Einrichtung und bei der Leitung
des bakteriologischen Laboratoriums des landwirtschaft-
lichen Instituts der Universitit Leipzig zu sammeln Gelegen-
heit fand.

Die Anordnung des behandelten Stoffes geschah derart,
dafl sich je nach Wunsch sowohl fiir ein kursorisches
Durcharbeiten der gesamten landwirtschaftlichen Bakterio-
logie wie fiir ein griindlicheres Eingehen auf bestimmte
Fragen (auch ohne spezielle Instruktion) unschwer die er-
forderliche Auswahl treffen lifit.

In erster Linie ist das ,Praktikum*“ fiir Studierende
der Landwirtschaft bestimmt. Doch glaube ich, daf
es sich auch dann von Nutsen erweisen wird, wenn

M7?43825



v Vorwort

nicht speziell bakteriologisch geschulte Berater der Land-
wirtschaft (Landwirtschaftslehrer, Agrikulturchemiker usw.)
vor die Aufgabe gestellt werden, die in der Praxis von
Tag zu Tag héufiger auftauchenden Fragen bakterio-
logischer Art in zutreffender Weise zu beantworten. Ge-
rade auf diesem Gebiete sind eigene Studien oft recht
angezeigt.

Die geschilderten Versuche lassen sich zu einem grofien
Teile mit verhiltnismiflig einfachen Mitteln erledigen.
Welche von ihnen zu Demonstrationszwecken besonders
geeignet sind, ist aus der Zusammenstellung auf S. 143 zu
ersehen. Die betreffenden Experimente kénnen m. E. sowohl
im landwirtschaftlichen Unterricht wie bei Vortrigen in
landwirtschaftlichen Vereinen mit grofSem Nutzen Verwen-
dung finden. Erst durch derartige Démonstrationen wird
die andernfalls immer unklar bleibende Vorstellung von
den Bakterien und deren Leistungen zu wiinschenswerter
Klarheit gebracht. )

Fragen ganz spezieller Art, die hier nicht behandelt
werden konnten, sind in meinem (im gleichen Verlage er-
schienenen) ,Handbuch der landwirtschaftlichen Bakterio-
logie“ zu eingehender Erorterung gelangt. Ebenda finden
sich die vollstindigen Literaturzitate.

Einige Bemerkungen iiber die Einrichtungen eines
bakteriologischen Laboratoriums fiigte ich mit Riicksicht
auf einen von verschiedenen Seiten geduBlerten Wunsch
im Anhange (S. 148) bei.

Den Abbildungen wurden meist (der Deutlichkeit halber)
Zeichnungen zugrunde gelegt, die Herr A. Reichert nach
meinen Angaben anfertigte. Die aufierdem benstigten Photo-
gramme verdanke ich Herrn O. Schroéter, z. Z. II. Assistent
am bakteriologischen Laboratorium. .



Vorwort \'4

Hoffentlich erweist sich das Buch als geeignet, Ver-
breitung und Vertiefung derjenigen Kenntnisse in er-
wiinschtem Mafie zu foérdern, ohne die ein zutreffendes
Urteil iiber die zahlreichen und wichtigen Frageu aus
dem Gebiete der landwirtschaftlichen Bakteriologie nicht
moglich ist.

Leipzig, Mirz 1911
Dr. F. Lohnis
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Einleitung

Zweck und Aufgaben landwirtschaftlich-bakteriolo-
gischer Untersuchungen. Allgemein gesprochen, handelt
es sich darum, iiber Vorkommen und Titigkeit der Mikro-
organismen im Futter, in Milch oder Molkereipro-
dukten, im Stalldiinger oder im Boden die jeweils ge-
wiinschte Auskunft zu erlangen. Gilt es, irgend eine be-
stimmte Umsetzung oder Zersetzung eingehend zu erforschen,
so ist nacheinander festzustellen:

1. ob durch Ubertragung geringer Mengen von der in Zerselzung
begriffenen Substanz auf zerselzungsfihiges Material dhnlicher
Beschaffenheit die betreffende Erscheinung experimentell her-
vorgerufen werden kann;

2. ob und welche Mikroorganismen vorhanden, bezw. an dem
Prozefl beteiligt sind;

3. ob und eventuell auf welchem Wege es mdiglich wird, die in
Frage kommende Um- oder Zersetzung, je machdem es wiin-
schenswert erscheint, zu fordern oder zu verhindern.

In praxi ist es allerdings hiiufig ausreichend oder ge-
radezu notwendig, sich ausschliefilich auf den einen oder den
andern Punkt zu beschrinken. Beim Auftreten eines Milch-
fehlers wird z. B. in.der Regel nur die Frage nach einer
geeigneten Bekimpfungsmethode zu beantworten sein. Das
Auffinden der richtigen Antwort ist indessen naturgemif

nur dann sichergestellt, wenn die vorher genannten Auf-
Ldhnis, Praktikum. 1



2 Einleitung

gaben bereits anderweit sachgemifie Erledigung gefunden
haben.

Literatur. Wegen etwa gewiinschter, spezieller Aus-
kiinfte ist zunéchst auf folgende Werke zu verweisen:

1. Mikroskopische Technik.
Ehrlich-Weigert, Enzyklopédie der mikroskopischen Technik,
Hager-Mez, Das Mikroskop und seine Anwendung,
Strasburger, Das botanische Praktikum.

2. Bakteriologische Technik im allgemeinen.
GHinther, Einfiihrung in das Studium der Bakteriologie,
Heim, Lehrbuch der Bakteriologie,

Hueppe, Die Methoden der Bakterienforschung,
Kiister, Anleitung zur Kultur der Mikroorganismen,
Meyey, Praktikum der botanischen Bakterienkunde.

3. Bakteriologische Diagnostik.
Lehmann u. Newmann, Atlas und Grundri8 der Bakteriologie,
Matzuschita, Bakteriologische Diagnostik,
Migula, System der Bakterien, Bd. II.

4. Spezielle, agrikulturbakteriologische Technik und
Diagnostik.

Lafar, Handbuch der technischen Mykologie, Bd. II u. III,

Lohnis, Handbuch der landwirtschaftlichen Bakteriologie.

5. Biologische und agrikulturchemische Untersuchungs-
methoden.
Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden,
Glikin, Biochemisches Taschenbuch,
Konig, Untersuchung landwirtschaftlich und gewerblich
wichtiger Stoffe.

6. Milchbakteriologie und Milchuntersuchung.
Kirchner, Handbuch der Milchwirtschaft,
Sommerfeld, Handbuch der Milchkunde,
Teichert, Methoden zur Untersuchung von Milch und Mol-
kereiprodukten.



Einleitung 3

7. Literatur iiber Mikrobiologie der Gérungsgewerbe,

9.

Hefen und Schimmelpilze.
Henneberg, Garungsbakteriologisches Praktikum, Betriebs-
untersuchungen und Pilzkunde,
Jirgensen, Die Mikroorganismen der Girungsindustrie,
Lafar, Handbuch der technischen Mykologie, Bd. IV u. V,
Lindner, Mikroskopische Betriebskontrolle in den Girungs-
gewerben,
Zopf, Die Pilze.

Mikrophotographie.

Fuhrmann, Leitfaden der Mikrophotographie,
Neuhaup, Avleitung zur Mikrophotographie,
Neuhauf, Lehrbuch der Mikrophotographie.
Periodische Literatur, referierende Organe.

Die Zersplitterung der einschligigen Literatur ist sehr
groS. In mehr als 300 Bulletins, Journalen, Reports und

_ Zeitschriften finden sich dann und wann Artikel, die fiir

den wissenschaftlich arbeitenden Agrikultur-Bakteriologen
von Interesse sind. Die Ergebnisse der bis Mitte 1909
publizierten Arbeiten sind in meinem ,Handbuch der land-
wirtschaftlichen Bakteriologie* zusammengefaS8t.

Als wichtigstes Organ fiir Agrikulturbakteriologie ist
zu nennen: Cenlralblatl fiir Bakteriologie, II. Abteilung
(Originalarbeiten und Referate aus dem Gebiete der all-
gemeinen und der landwirtschaftlichen Bakteriologie).

Sehr vollstindige Zusammenstellungen der einschlégigen
Arbeiten finden sich in folgenden referierenden Organen:

Centralblatt fiir Agricultur-Chemie, begriindet von
R. Biedermann (teils ausfiihrliche, teils kurze Referate
aus der agrikulturchemischen, landwirtschaftlichen und
bakteriologischen Literatur),

Experiment Station Record (anndhernd vollstindige
Ubersicht der landwirtschaftlichen Weltliteratur in kurzen
Referaten),

1*



Einleitung

Jahresbericht tiber die Fortschritte auf dem Gebiete der
Agriculturchemie, begriindet von R. Hoffmann (systema-
tisch geordnete Referate iiber agrikulturchemische, bakte-
riologische und landwirtschaftliche Publikationen),

Jahresbericht diber die Fortschrille in der Lehre von
den Gdrungsorganismen, begriindet von A. Koch (systema-
tisch geordnete Referate iiber allgemeine, landwirtschaft-
liche Bakteriologie und Mikrobiologie der Girungsgewerbe).

Weiterhin kommen in Betracht:

Biochemisches Zentralblatt (u. a. Referate iiber Bio-
chemie der Mikroorganismen),

Bulletin de I’ Institut Pasteur (Referate aus dem Gesamt-
gebiete der Bakteriologie),

Centralblatt fir Bakteriologie, 1. Abteilung (Original-
arbeiten und Referate vorwiegend medizinisch-bakteriolo-
gischer Art),

Chemisches Ceniralblatt (bringt u. a. kurze Referate aus
der agrikulturchemischen und bakteriologischen Literatur
in der Regel sehr bald nach der Verdffentlichung),

Journal of the Chemical Society (neben Originalarbeiten
und Referaten rein chemischen Inhalts, auch Referate agri-
kultur-chemischer und mikrobiochemischer Arbeiten).



A. Einfithrung in die bakteriologische Technik’
Luft-, Wasser- und Futtermittel-Untersuchungen

L. Apparate. Instrumente. Arbeitsregeln

1. Apparate. Die wichtigsten Apparate des bakteriolo-
gischen Laboratoriums sind

A. Einrichtungen zur Sterilisierung von Geriiten, Geftilen
und N#hrboden:
1. HeiBluft-Sterilisator oder Trockenschrank,
2. Dampfsterilisator nach R. Koch, sog. Dampftopf,
3. Autoklav (zum Sterilisieren in gespanntem Dampf);

B. Einrichtungen zur Ziichtung der Mikroorganismen
bei bestimmten Temperaturen: Brutschrinke oder
Thermostaten.

Der Trockenschrank (Abb. 1) ist ein doppelwandiger,
zweckmiiflig mit Asbest umkleideter Kasten aus Eisenblech
mit Kupferboden, dessen Innenraum durch Gas- oder Spiritus-
heizung auf 160—170° C, eventuell auch auf 200° C erhitzt
werden kann.

Er dient hauptsichlich zum Sterilisieren von Glasgeriitschaften,
woriiber das Niéhere spiter mitgeteilt wird.

Der Dampftopf (Abb. 2) besteht aus einem mit Filz,
Asbest oder dergl. umkleideten Zink- oder Weifiblech-
zylinder, -an dessen unterem Ende, unterhalb eines Rostes,
ein kupferner Wasserkessel befestigt ist. Der stumpf-kegel-
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formige, mit Handgriffen versehene Deckel liegt lose in
einer Rinne auf. Zur Vergrofierung des verfiigbaren Raumes
dient notigenfalls ein zweiter, gleichgrofier, zum Aufsetzen
auf den unteren bestimmter Zylinder. Eine Vorrichtung zur
'Erhaltung eines konstanten Wasserniveaus im Kessel ist
nicht absolut nétig, aber sehr niitzlich, um ein Leer- und
eventuell Durchbrennen des Kessels zu verhindern. '

=

Abb. 1. Trockenschrank Abb. 2. Dampftopf mit konstantem
(ca. Y/ nat. GroBe). WasserzufluB (ca. 1/, nat. GroBe).

Der Dampftopf wird am hidufigsten fiir Zubereitung und
Sterilisierung von Naéhrbdden in weiterhin noch zu besprechender
Weise verwendet.

Der Autoklav (Abb. 3) besteht aus einem zylindrischen,
im unteren Teile mit Wasser gefiillten Behiilter, dessen
mit Bleidichtung versehener Deckel durch einen zweck-
entsprechend konstruierten Biigel fest aufgeprefit werden
kann. Im Deckel ist das Manometer und das Sicherheits-



I. Apparate usw. Arbeitsregeln 7

ventil angebracht. An dem letzteren befindet sich seitlich
eine kleine durch Hahn- oder Schraubenventil verschlief3-
bare Offnung. Aufierdem pflegt im Deckel eine (unten
geschlossene) Hiilse zum Einstecken des Thermometers an-
gebracht zu sein.

Spezielle Angaben iiber die Benutzung des Autoklaven folgen
in §§ 8 und 11. Fiir gewisse Fille ist es, speziell zur Beschleunigung
der Arbeit, sehr wiinschenswert, wenn
ein Autoklav zur Verfiigung steht.
Doch kann man auch ohne diesen
ziemlich teuren Apparat recht gut
auskommen.

Bei den Brutschrinken
oder Thermostaten (Abb. 4
und 5) wird der Zweck, im Innen-
raume eine bestimmte Temperatur
moglichst konstant zu erhalten,
auf sehr verschiedenen Wegen
erreicht. In der Regel werden
groflere Wasser- oder Glyzerin-
mengen, die in besonders kon-
struirten Behiltern den zur Auf-
nahme der Kulturen bestimmten
Raum umgeben, durch Brenner

Abb. 3. Autoklav X
(ca. 1/,o nat. GroBe). erwirmt, deren Heizkraft durch

Thermoregulatoren automatisch
verstirkt oder vermindert werden kann. Ein Ausstrémen

des Gases nach etwaigem Verloschen der Flamme wird
durch die sog. ,Sicherheitsbrenner“ dadurch verhin¥ert,
daf sich diese beim Erkalten durch einen herabfallenden
Hebel selbsttiitig schliefien.

Die genannten Apparate kénnen eventuell (abgesehen vom
Autoklaven) durch geschickte Handwerker fiir verhdltnismiBig
wenig Geld improvisiert werden. Im Notfalle geniigt auch ein
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Topf mit warmem bezw. kochendem Wasser. Stehen reichliche
Mittel zur Verfiigung, so kann man zam Ankauf komplizierterer
Apparate schreiten, wie sie in den illustrierten Katalogen der be-
treffenden Firmen (s. Anhang V) angegeben sind. Doch 1dBt sich
im allgemeinen gerade auf bakteriologischem Gebiet bei rationeller
Versuchsanstellung mit verhiltnism#Big einfachen Mittel relativ viel
erreichen.

Neben den sonstigen einfachen Vorrichtungen zum Her-
stellen der Niahrboden (emaillierte Topfe, Gefiifie zum Ab-

Abb. 4. Abb. 5.
Brutschrank mit Sicherheitsbrenner Brutschrank von Sartorius
(ca. ;o nat. Groe). (ca. ;o mat. GroBe).

messen von Fliissigkeiten, Dreifiile, Brenner, Drahtkorbe
uswe) bediirfen noch zwei besonders konstruierte Filtrier-
apparate kurzer Erwihnung: Der Heiflwassertrichter und
die (allerdings nur selten gebrauchte) Filtriervorrichtung
zur Gewinnung keimfreier Fliissigkeiten.

Der Heiflwassertrichter (Abb. 6) besteht aus einem
Glastrichter, der von einem mit seitlichem Ansatz versehenen



1. Apparate usw. Arbeitsregeln 9

«Kupfermantel umgeben ist. Der Zwischenraum wird vor
dem Gebrauche mit Wasser gefiillt, das durch einen unter
den seitlichen Ansatz gestellten Brenner erhitzt und dauernd
warm gehalten wird.

Der wichtigste Teil der Filtriervorrichtung zur
Gewinnung keimfreier Fliissigkeiten ist ein einseitig
geschlossener Zylinder aus Porzellan oder Kieselgur, die
sog. Filterkerze, durch deren sehr enge Poren die zu steri-

(

A

Abb. 6. HeiBwassertrichter Abb. 7. Apparat nach MaaBen
(¥, nat. GroBe). (Y40 nat. GroBe).

lisierende Fliissigkeit (unter Benutzung einer Wasserstrahl-
pumpe oder dergl.) hindurchgeprefit wird. Das Filtrat ge-
langt dann in ein vorher keimfrei gemachtes Auffanggefif3.

Im einzelnen sind diese Vorrichtungen sehr verschiedenartig
konstruiert. Einen verhiltnism#éBig einfachen Apparat (nach MaaBen)
zeigt Abb. 7. Wie gesagt, beschrinkt sich die Anwendung auf
Ausnahmefille, in denen die betreffende Néhrlosung beim Sterilisieren
im Dampfe unerwiinschte Verdnderungen erleiden wiirde, vergl. § 120.
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2. Instrumente. Abgesehen von einigen, nur fiire
spezielle Zwecke benstigten Geriitschaften, die am ent-
sprechenden Orte angegeben werden, sind fiir die nach-
stehend besprochenen Untersuchungen erforderlich:

1 Mikroskop fiir VergroBerungen von etwa 50- bis 1000-fach
(2 Okulare, davon eines mit Mikrometer, 3 Objektive, Objektiv-
revolver, groSer beweglicher Objektivtisch mit Beleuchtungsapparat
nach Abbe) kann nitigenfalls von zwei Praktikanten gemeinschaft-
lich benutzt werden.

1 Platinnadel und 1 Platinse zum Uberimpfen der Bak-
terien, 6—8 cm lange, 0,5 mm starke Platindrihte in 6 mm dicke,
20 cm lange Glasstibe eingeschmolzen. Auch besondere, teurere
Nadelhalter werden geliefert. Der durch Umbiegen des Drahtes
gebildeten Ose gibt man einen Durchmesser von ca. 2 mm.

1 Bunsenbrenner mit Sparflamme.

1 feine, weichfedernde Pinzette zum Deckgliserspiilen usw.

1 stérkere Pinzette zum Ausziehen der Watte aus Anaé-
robenglésern und dergl.

1 Cornetpinzette, die sich auf Druck offnet, zum Halten
von Deckglisern beim Férben.

80 Petrischalen fiir GuBkulturen. Doppelschalen von 10 cm
Durchmesser und 14 mm Hghe, mit ebenem Boden.

2 Teller mit Glasglocken zum Aufbewahren der beschickten
Petrischalen. )

2 groBere Doppelschalen (12—15 ¢cm Durchmesser, 3—4 cm
Héhe). In die eine kommt ein Geemisch von gleichen Teilen Alkohol
und Xylol - ca. 3%/, Salzsiure, zum Reinigen gebrauchter Objekt-
triger und Deckgldser. Die andere ist zur Aufnahme reiner Objekt-
triger bestimmt.

1 Spiilschale (16 cm x 7 ¢m) zum Auffangen des Spiilwassers
beim Anfertigen gefirbter Priparate.

1 Spritzflasche.

1 Flaschchen mit Zedernholz6l, mit weitem Hals, Glas-
stab und Glaskappe.

1 ebensolches Flischchen mit Canadabalsam.
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4 gewohnliche ca. 100 ccm-Flaschen mit Korkstopfen fiir
Farblésungen, Xylol und Essigsiure.

5 Erlenmeyer-Kolben mit 300 ccm Inhalt.

25 Erlenmeyer-Kolben mit 50 cem Inhalt.

2Rundkolben, davon 1 mit 1000 ccm, 1 mit 2000 ccm Inhalt.

1 Satz Bechergliser (Jenaer Glas mit AusguB) zu 1000, 800,
600, 500, 400, 300 und 200 ccm Inhalt.

2 Trichter, 1 groSer und 1 kleinerer.

200 Reagenzgliser, 160 x 16 mm, fiir Nihrboden usw.

12 dickere Reagenzgliser (gleicher Grofe) mit Gummi-
stopfen fiir Anaérobenkulturen.

12 groBe Reagenzgliser fiir Gir-, Reduktionsproben, zum
Aufbewahren von Pipetten usw.

3 groBe Reagenzgliser mit Glastrog und Gummi-
stopfen fiir Anaérobenkulturen.

2 Gestelle fiir je 24 Reagenzgliser.

8 Kisten oder Glashéfen zum Aufbewahren von Reagenz-
glésern mit fertiggestellten Néhrboden.

2 Glasstibe.

3 Rohren nach Burri (160 X 16 mm) mit je 1 Gummi-
stopfen zur Anaéroben-Isolierung.

1 9-cem-Pipette.

10 1-ccm-Pipetten.

1 Schere.

1 Hornléffel.

Glatte und hohlgeschliffene Objekttriger, 76 x 26 mm,
1,2 mm dick, mit geschliffenen Kanten.

Deckglischen, 18 x 18 mm, 0,15—0,18 mm dick.

Etikettén, ca. 2 X 3 em.

Filtrierpapier.

Fettfreie und fetthaltige Watte.

Wischtiicher.

Fettfarbstift, zum Schreiben auf Glas.

Feder und Tinte.

Schreibheft (Arbeitsjournal).

Literatur: Ausfiihrlichere Angaben iiber Apparate und Ge-
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ritschaften finden sich in den betreffenden Kapiteln der auf 8. 2
angegebenen Werke iiber bakteriologische Technik. Vergl. ferner:
Pfeffer, Berichte d. deutschen botan. Gesellschaft 18, 1895, S. 49
(Brutzimmer), Kuntze, Centralbl. f. Bakt., II. Abt, 17, 8. 684
(groBer, relativ billiger Thermostat fiir 20° C), sowie die illustrierten
Kataloge der im Anhang V genannten Firmen (fiir Laboratoriums-
bedarf).

3. Arbeitsregeln. Ubung in den einfacheren botani-
schen und chemischen (quantitativen) Methoden ist fiir
den bakteriologischen Praktikanten in jedem Falle von
grofiem Vorteil, direkt unentbehrlich aber dann, wenn eine
eingehendere Beschéftigung mit derartigen Fragen beabsich-
tigt ist. . '

Um Zeitverlust zu vermeiden, ist es stets ange-
zeigt, nicht nur das gerade zu bearbeitende Kapitel durch-
zulesen, sondern sich auch schon vorgreifend iiber die in
den nichsten Kapiteln enthaltenen Angaben iiber Vorbe-
reitung, Anordnung und Dauer der betreffenden Versuche
zu informieren und die nétigen Vorarbeiten rechtzeitig zu
erledigen.

Besondere Beachtung erfordern die nachstehenden
Laboratoriums-Regeln, deren Begriindung an spiteren
Stellen gegeben werden wird, soweit eine solche notwendig
erscheint.

1. Uberall im Laboratorium, vor allem auf den Mikroskopier-
tischen hat die grifte Ordnung und Sauberkeit zu herrschen.

2. Abfille (Papier, Walte, Streichholzer usw.) sind nicht auf
den Fupboden oder in die Becken der Wasserleitung zu werfen,
sondern in die dafiir aufgesieliten Abfallkdsten zu bringen. Leicht
von Schimmelpilzen angreifbare oder rasch in Fdulnis vibergehende
Abfille sind sofort aus dem Laboratorium zu entfernen.

3. An Schimmelpilzsporen reiche Kulturgliser usw. diirfen nicht
im Laboratorium gedffnet werden. Desgleichen ist Staubentwickelung
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und jede sonstige Verunreinigung der Luft nach Moglichkeit zu
vermeiden. = _

4. Alle fir den allgemeinen Gebrauch bestimmien Gegenstinde
(Chemikalien, Mefizylinder, Drahtkirbe usw.) sind sofort nach jedes-
maliger Benutzung, wenn nitig grindlich gereinigt, an ihren be-
stimmten Plalz zuriickzubringen. Zur Siuberung des Heifwasser-
trichters ist — damit der Glastrichter nicht zerspringt — warmes
Wasser zu verwenden.

5. Die Mikroskope sind mit grofter Sorgfalt zu behandeln.
Sobald sie nicht mehr gebraucht werden, sind sie in die Schrinke
zuriickzubringen. Bei Benutzung des Immersionssystems ist nach
Jedesmaliger Beendigung der mikroskopischen Arbeiten das Objektiv
mit einem mil einer Spur Xylol befeuchtetén feinen Tuche wvor-
sichtig von dem anhaftenden Zedernholz-Ol zu befreien. Viel Xylol
lost den Linsenkitt! )

6. Beim Qebrauch der Dampf-Sterilisatoren ist stets darauf
zu achten, daf sie geniigend Wasser enthalten, bezw. daf Wasser-
Zu- und -Abfluf in Ordnung sind. Die Bleidichlung des Auto-
klaven erfordert besonders schonende Behandlung.

7. Die im Trockenschrank zu sterilisierenden Gegenstinde
diirfen nicht feuchl eingestellt werden. [Erst nach erfolgtem Er-
kalten ist der Apparat wieder zu Offnen.

8. Unnitiges Offnen und Offenlassen der Brutschrinke ist zu
vermesden.

9. Siurehaltige Waschwdsser und dergl. diirfen nur in die
speziell dafiir bestimmten Ausgufbecken gebracht werden.

10. Jede Verschwendung von Gas und Wasser ist 2u ver-
meiden. Beim Verlassen des Laboratoriums sind simtliche Gas-
flammen auszudrehen, sofern sie nicht, wie am Thermostaten, dauernd
brennen mvissen. :
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II. Nihrboden

4. Standard-Nihrboden. Folgende sechs Ni#hrsubstrate
sind stets vorritig zu halten und zu allen vergleichenden
Untersuchungen zu verwenden: Fleischgelatine, Fleischagar,
Traubenzucker-Agar, Bouillon, Milch, Kartoffeln. Allerdings
machen sich bei agrikultur-bakteriologischen Untersuchun-
gen nicht selten Spezial-Nihrboden erforderlich. Fiir viele
Fille sind jedoch die Standard-N#hrboden recht gut ge-
eignet. Keine Bakterienart kann als ausreichend beschrieben
gelten, die nicht in ihrem Verhalten zu den genannten
sechs Substraten eingehend gepriift ist.

Einzelheiten iiber Zweck und Verwendung der verschiedenen
Nihrboden ergeben sich aus den folgenden Kapiteln. Hier sei zu-
nichst nur hervorgehoben, daf Gelatine (Knochenleim) stickstoff-
haltig, Agar (ein kohlehydratreiches Produkt aus Meeresalgen) fast
stickstofffrei ist; Fleischgelatine schmilzt und erstarrt bei ca. 25° C,
Fleischagar schmilzt bei nahezu 100° erstarrt aber erst bei 40° C.
Diese ungleichen Eigenschaften entscheiden in vielen Fédllen iiber
die Brauchbarkeit des einen oder des andern Substrats.

5. Vorbereitung der Glidser. Die zur Aufnahme der
Nihrboden bestimmten Reagenzgliser (150 Stiick) sind in
einen grofien, mit Wasser gefiillten Topf derart einzulegen,
dafl moglichst wenig Luftblasen in ihnen verbleiben. Sind
die Gliser neu, 8o ist soviel Salzsdure hinzuzufiigen, daf}
die Reaktion deutlich (nicht stark!) sauer wird; bei schon
gebrauchten Glidsern unterbleibt dieser Zusatz. Der Topf
- wird auf einen Dreifufl gestellt und das Wasser durch einen
oder mehrere untergestellte Brenner bis zum beginnenden
Sieden erhitzt. Dann dreht man die Flammen aus und
léBt erkalten. Schliefllich werden die Glidser unter der
‘Wasserleitung griindlich gespiilt und an geeigneter Stelle
zum Abtrocknen hingelegt.
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Sturehaltige Waschwdisser diirfen nur in die speziell dafiir
bestimmten Ausgufbecken gebracht werden.

Der fiir neue Gliéser vorgeschriebene Siiurezusatz soll das heifie
Wasser bei der Losung des Alkalis, das noch nicht benutzte Glidser
meist abgeben, unterstiitzen. Wiirde dieses nicht griindlich entfernt,
so erfiihren die eingefiillten Néhrboden beim Sterilisieren eine fiir
ihre Brauchbarkeit nachteilige Anderung der Reaktion.

6. Bouillon. Wihrend des Auskochens der Gliser
werden 1000 ccm Bouillon nach einem der folgenden Re-
zepte hergestellt:

a) 500 g geschabtes, fettfreies, ungesalzenes Rindfleisch wird
in einem Topfe mit 1 Liter Leitungswasser iibergossen. Nach griind-
lichem Verriihren bleibt das Gemisch 12—24 Stunden bei niedriger
Temperatur stehen. Dann bringt man auf einen 1000 ccm-MeS§-
zylinder einen groSen Trichter, iiberdeckt diesen mit einem Tuche
und 1iBt den Fleischsaft hindurchfiltrieren. Zuletzt faft man die
Zipfel des Tuches zusammen und preSt das Fleisch griindlich aus,
bis nahezu 1000 ccm Saft gewonmen sind. Nach erneautem Auf-
fiillen auf 1000 ccm gibt man die Fliissigkeit in ein groSes Becher-
glas. Dann wird 19, Pepton siccum Witte sowie !/, 9, Kochsalz
hinzugefiigt und das mit einer Glasschale bedeckte Gefif 1 Stunde
im Dampftopf erhitat.

Das ausgeprefie Fleisch ist sogleich aus dem Laboratorium szu
enlfernen.

b) 1000 ccm Leitungswasser + 10 g Liebigs Fleischextrakt +-
10 g Pepton siccum Witte 4 5 g Kochsalz werden im bedeckten
Becherglas 1 Stunde im Dampftopf erhitzt.

¢) 22 g Ragit-Bouillon (von E. Merck in Darmstadt) werden
mit 1000 cem Leitungswasser in einem mit Wattebausch verschlossenen
Literkolben 1 Stunde im Dampftopf erhitzt.

Rezept a gibt die teuerste Bouillon; fiir genaue, ver-
gleichende Untersuchungen mufl aber danach verfahren
werden. Rezept b und c sind wesentlich billiger, ¢ empfiehlt
sich durch gréBite Einfachheit.
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Bei der Benutzung des Dampfftopfes ist stets darauf zu achten,
daf geniigend Wasser darin vorhanden ist, bezw. daf Wasser-Zu-
und -Abfluf in Ordnung sind.

Nach dem Erhitzen wird die Bouillon mit Hilfe eines
grofien Papier-Faltenfilters von den entstandenen Nieder-
schliigen und Triibungen befreit. Sodann wird die Reaktion
gepriift und ntigenfalls durch vorsichtigen, tropfenweisen
Zusatz konzentrierter Sodalosung derart eingestellt, dafl
mit Wasser angefeuchtetes rotes Lackmus-Papier von der
heifien Bouillon schwach aber deutlich blau gefiirbt wird.

Ist die Fliissigkeit zu stark alkalisch geworden, so muf die
Reaktion durch Phosphorsiure-Zusatz richtig gestellt werden.

Man kann auch zun#chst an 10 cem Bouillon, die man in einer
Porzellanschale 3 Minuten kocht und nach Zusatz von Phenol-
phthalein (1 ccm 5-proz. Lisung in 50-proz. Alkohol) heif titriert,
feststellen, wieviel Kubikzentimeter !/;, Normal-Natronlauge erforder-
lich sind, um schwache, aber deutliche Rotfirbung hervorzurufen.
Danach wird auf 1000 ccm soviel Normallauge zugegeben, daB 5
bis 10 ccem am Erreichen des Neutralpunktes fehlen.

Von der warmen Bouillon werden (vorsichtig!) 700 ccm
abgemessen, die zur Bereitung von Fleischgelatine und
Fleischagar bestimmt sind. Der Rest wird nochmals 1/,—3/,
Stunde im Dampftopf im bedeckten Becherglas erhitzt.
Etwa neu entstandene Triibungen werden wie vorher ent-
fernt.

Beim Abmessen heifler Fliissigkeiten sind die Mefzylinder
durch Eingiefien kleiner Mengen langsam anzuwdrmen; andernfalls

zerspringen sie oft.

7. Fleischgelatine. 350 ccm der filtrierten, warmen
Bouillon (§ 6) werden in einem Becherglas mit 109/, feinster
Speisegelatine (von Griibler & Co. in Leipzig) versetzt.
Nachdem sich diese aufgelost hat, wird die (wieder sauer
gewordene) Reaktion von neuem richtiggestellt und die

Léhnis, Praktikum. 2
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Mischung im bedeckten Geféfi 3/, Stunde im Dampftopf er-
hitzt. Danach wird die Reaktion abermals gepriift und
nétigenfalls korrigiert. Wenn die Temperatur auf etwa
500 C gesunken ist, wird das (auf einem Teller mit dem
Glasstab gut verriihrte) Weifle eines frischen Hiihnereies
griindlich mit der Gelatine vermischt und diese zum letzten
Male !/,—3/, Stunde in den Dampftopf gestellt. Schliefilich
wird sie unter Benutzung des zuvor angewidrmten Heif3-
wassertrichters (Abb. 6) durch ein festes (nttigenfalls doppel-
tes) Papier-Faltenfilter in ein Becherglas filtriert.

Der Heifwassertrichter ist sofort nach Gebrauch und zwar —
damit der Glastrichter nicht zerspringt — mit warmem Wasser zu
reinigen.

Richtig zubereitete Fleischgelatine muB vgllig klar sein und
bei Zimmertemperatur fest erstarren. Wird genau nach der an-
gegebenen Vorschrift verfahren, so ‘ergeben sich keine Schwierig-
keiten. Ohne EiweiB-Zusatz ist es meist sehr schwer, eine vollig
klare Gelatine zu erhalten. Nahezu unméglich wird dies, wenn die
Reaktion zu stark alkalisch gemacht wurde, wenn das Ei nicht
mehr frisch war, oder wenn Teile vom Eidotter mit in die Gelatine
gelangten.

8. Fleischagar. 350 ccm Bouillon (§ 6) werden im
Becherglas mit 1!/,°/, Agar (in (J-Stangen) vermischt. Das
Agar ist vorher in kleine Stiicke zu zerpfliicken, damit es
sich leichter lost. Man 148t 1—2 Stunden, eventuell auch
iiber Nacht in einem kiihlen Raume quellen. Dann wird
im Autoklav bis auf 1!/, Atmosphiren Uberdruck (oder
1 Stunde im Dampftopf) erhitzt und im Heiflwassertrichter
durch einen ca. 3 cm im Durchmesser haltenden, ziemlich
festen Wattebausch filtriert.

Regeln fiir den Gebrauch des Autoklaven. Man iiberzeuge
sich zunichst, daBl geniigend Wasser im Apparat vorhanden
ist. Nach Einstellen des zu erhitzenden Gegenstandes wird
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der Deckel vorsichtig aufgesetzt, ohne die Bleidichtung zu ver-
letzen. Durch seitliches Drehen wird er in die (an Mar-
kierungen kenntliche) richtige Lage gebracht. Nun wird
der Biigel aufgeschraubt, die Austrittsstelle fiir den Dampf
voll gedffnet und das Gas angeziindet. Sobald ein kriftiger
Dampfstrahl aus dem Apparat entweicht, schliefit man das
Ventil und lifit das Manometer bis auf 1!/,—2 Atmosphiren
Uberdruck ansteigen. Dann dreht man die Flamme ab,
liflt das Manometer bis auf 0 zuriickgehen und 6ffnet das
seitliche Ventil, damit allméhlicher Druckausgleich mit der
Aufienluft eintreten kann. Einige Minuten spiter wird der
Biigel abgeschraubt und der Deckel (vorsichtig!) abgehoben.

Hiufig vorkommende Fehler bei der Benutzung des
Autoklaven sind:

1. Zu friithes Schliefen der Dampf-Austritts-
stelle. Mit Dampf gemischte Luft wirkt weit weniger
intensiv als gesittigter Dampf.

2. Zu friithes Offnen der Dampf-Austrittsstelle
nach beendeter Erhitzung. Plotzliche Druckverminderung
bedingt heftiges Aufwallen und Verspritzen der eingestellten
Flissigkeit.

Durch ein eingestecktes Thermometer kann der Apparat, und
speziell das Manometer, einer von Zeit zu Zeit ndtigen Kontrolle
unterworfen werden. Beim kriftigen Ausstromen des Dampfes mu8
das Thermometer 95—98° C anzeigen, beim Stand des Manometers
auf 1 Atm. ca. 120°% bei 2 Atm. 130°C.

Beim EingieBen des Agars in den HeiBwassertrichter hilt man
zweckmiBig den Wattebausch durch einen Glasstab fest, an dem
man das Agar herablaufen 1i8t. Uber die Behandlung des HeiB-
wassertrichters nach beendigtem Filtrieren vergl. § 7.

Da Agar (im Gegensatz zu Gelatine) auf die Reaktion ohne
EinfluB bleibt, so macht sich, falls diese vorher richtig eingestellt
war, weiterhin keine Anderung mehr nétig. Agar bleibt stets mehr
oder minder triib.

2*
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Fleischagar kann auch direkt durch Aufkochen von Ragitagar
von E. Merck in Darmstadt(42g 1000 ccm Wasser) hergestellt werden.

9. Traubenzucker-Agar. 125 ccm des filtrierten
Fleisch-Agars (§ 8) werden mit !/,%/, Traubenzucker versetzt,
der vorher in einigen Kubikzentimetern warmen Wassers
aufgelost wurde.

Abb. 9. Richtig her- Abb. 10. Abb. 11.
gestellterWattestopfen. Fehlerhafte Wattestopfen,

10. Abfiillen der Néhrboden in die Gliser. In den
bei der Herstellung der Fleisch-Nihrboden nach §§ 6—9
verfiigharen Zwischenpausen werden die gereinigten und
hinreichend abgetrockneten Reagenzgliser mit gut passen-
den Wattestopfen versehen. Diese sind (am besten aus
gleichmifligen, ungefihr 3 Finger breiten, 1 Finger langen
Wattestreifen) derart anzufertigen, dafl sie etwa 2—3 cm
in das Glas hineinreichen und an der Miindung einen eben-
falls 2—3 cm im Durchmesser haltenden, gut geschlossenen,
die Riinder des Glases vollkommen bedeckenden Bausch
bilden (vergl. Abb. 9—11).
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Die Stopfen diirfen weder zu locker, noch zu fest sitzen. Luft-
keime sollen sicher ferngehalten werden, die Luft aber ziemlich
ungehindert hindurchpassieren.

Die fertig filtrierten Nidhrboden werden in die Reagenz-
gliser abgefiillt. Etwa schon erstarrte Gelatine oder fest-
gewordenes Agar sind durch kurzes Einstellen in den Dampf-
topf wieder zu schmelzen. In jedes Glas kommen ca. 8 ccm,
die etwa !/, des Raumes unterhalb des Wattestopfens ein-
nehmen. Wir erhalten ungefihr 40 Glaschen Fleischgelatine,
25 Fleischagar, 15 Traubenzuckeragar und 35 Bouillon. Die
gefiillten Gliser werden in Drahtkorbe eingestellt; auf bei-
gelegten Zetteln ist genau anzugeben, was die Gliser ent-
“halten. i

Beim Eingiefien von Gelatine und Agar ist ein Benetzen
des oberen Teiles des Glases moglichst zu vermeiden, damit
weiterhin der Wattestopfen nicht festklebt. Es gibt be-
sondere Abfiillvorrichtungen, die aber vodllig entbehrlich
sind. Man halte das Glas senkrecht und lasse die Fliissigkeit
aus einem nicht mehr als zur Hilfte gefiillten, mittelgrofien
Becherglase (mit AusguB) ruhig einlaufen. Die notige Ubung
wird sehr bald erworben. Stellt es sich spiter heraus, dafl
die Stopfen doch teilweise festgeklebt sind, so halte man
sich an folgende Regel:

Die Wattestopfen sind von den Glisern durch seitliches Drehen
(nicht durch geradliniges Ziehen) abzunehmen.

11. Sterilisieren der Fleischnéhrbdden. Die in den ge-
fiillten Gldschen enthaltenen Keime sind nun abzutoten.
Zu diesem Zwecke wird die Bouillon und die Gelatine an
drei aufeinander folgenden Tagen je 15 Minuten im stro-
menden Dampfe erhitzt.

Der Zweck dieser ,diskontinuierlichen“ Sterilisation ist der, den
bei der ersten Erhitzung nicht getiteten Sporen Zeit und Gelegen-
heit zum Auskeimen zu geben. Die neugebildeten vegetativen
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Formen werden beim zweiten oder beim dritten Erhitzen ver-
nichtet.

Die Drahtkorbe mit den Glisern sind nicht eher in den Dampf-
topf einzustellen, als bis volle Dampfentwicklung eingetreten ist.

Die Wattestopfen sind stets mit einem Stiick Perga-
mentpapier zu iiberdecken, damit nicht Kondenswasser vom
Deckel auf sie herabtropfen und sie durchnissen kann.

Auf naB gewordenen Wattestopfen keimen die aus der Luft
auffallenden Schimmelpilzsporen leicht aus. Das auskeimende Mycel
durchwiichst den Wattestopfen und schniirt an dessen Unterseite
wieder Sporen ab. Diese gelangen aunf den sterilisierten Nihrboden
und rufen hier ein iippiges Pilzwachstum hervor.

Ist die Zimmertemperatur hoch, so mufi die Gelatine
in der Zwischenzeit an einem kiihlen Orte (Luftschrank,
Eisschrank oder dergl.) aufbewahrt werden.

Unnitig lange erhitzte oder warm gehaltene Gelaline verliert
thr Erstarrungsvermdigen.

Fleischagar und Traubenzucker-Agar werden einmal im
Autoklaven bis auf zwei Atmosphiren Uberdruck erhitzt. Vgl.
hierzu die in § 8 angegebenen Regeln fiir die Benutzung
des Autoklaven.

"Einmaliges Erhitzen geniigt, weil bei 130° C auch die Sporen
getotet werden. Ist kein Autoklav vorhanden, so ist wie mit der
Gelatine zu verfahren.

Das Traubenzucker-Agar 1é8t man dann (in den senk-
recht stehenden Glis-
chen) gerade erstarren.
Ebenso verfahren wir .
mit 15 Fleischagar-
Riohrchen. Die iibrigen
10 Gliser legen wir mit
ihrem oberen Ende auf
einen Stab, eine Holz-
Abb. 12. Schriges Erstarren des Agars. leiste oder dergl., wie
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aus Abb. 12 zu ersehen ist. Das Agar erstarrt in diesem
Falle in schriiger Lage und erhdlt eine fiir Strichkulturen
(§ 29) geeignete Flichenausdehnung. Nach dem Erstarren
prefit das Agar stets etwas Wasser aus, das sich im
unteren Teile des (lases als ,Kondenswasser* ansammelt.

12. Mileh. Zehn Reagenzgliser werden mit je ca. 8 ccm
moglichst sauber gewonnener Magermilch gefiillt und an
drei aufeinander folgenden Tagen je 30 Minuten im strémenden
Dampfe erhitzt. Ein etwa verfiigbarer Rest wird in einem
geniigend grofien Kolben sterilisiert. Grofiere (langsamer
zu durchwiirmende) Quantititen erfordern eine lingere Dauer
der jedesmaligen Erhitzung. Die vollkommen sterilisierte
Milch ist in der Regel (infolge Anderung der Eiweifistoffe
und Karamelisierung des Zuckers) briumlich gefirbt.

Unsauber gewonnene Milch ist nur durch sehr hiufiges und
langes Erhitzen zu sterilisieren; mitunter gelingt dies iiberhaupt
nicht. Am besten ist es, sich die néotige Menge Magermilch aus

keimarmer Vorzugsmilch durch Zentrifugieren oder Auf-
rahmenlassen und Abhebern selbst zu beschaffen. dj

13. Kartoffeln. Zwei bis drei grofie, flecken-
freie Kartoffeln werden an der Wasserleitung
sauber gewaschen und mit dem Taschenmesser
unter Entfernung aller Unebenheiten geschiilt.
Dann schneidet man sich lingliche, keilfsrmige,
in die Reagenzgliser passende Stiicke zurecht
und wirft diese in ein Becherglas mit Wasser.
In 10 Reagenzgliser lifit man je ein kurzes
Stiick Glasrohr sowie ein Kartoffelstiick hinein-
_gleiten und fiigt aus der Spritzflasche einige
Tropfen Wasser (zur Verhinderung des Austrock- =
nens beim Sterilisieren) hinzu, doch nicht soviel, 12‘:’&&31'_
daff die Kartoffel direkt benetzt wird (Abb. 13).. rihrehen.
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Eventuell kann man sich auch mit dem Korkbohrer passende
Kartoffelzylinder ausstechen, diese durch einen schrigen Schnitt
halbieren und die Hélften in je ein Reagenzglas bringen.

Die Kartoffeln werden im Autoklaven (2 Atm.) sterili-
siert. Ist ein solcher nicht vorhanden, so ist wie mit der
Milch (§ 12) zu verfahren.

14. Aufbewahren der Niéhrboden. Die Gliser mit den
fertigen Nihrboden werden in die Aufbewahrungsgefifie
gebracht. Auf beigelegten Zetteln ist Inhalt und Datum
der Herstellung genau anzugeben.

Die Drahtkirbe sind mach beendeter Sterilisation stets sofort
2u entleeren.

Die getiillten Behilter diirfen nicht im Sonnenlicht und
nicht nahe der Heizung stehen. Das Austrocknen der Sub-
strate kann man dadurch verhindern, dafl man unmittelbar
nach dem letzten Sterilisieren den Wattestopfen mit einigen
Tropfen 1¢/,, Sublimatlosung betupft und eine gut passende
Gummikappe iiberzieht, die vorher eine Stunde in 19/, Subli-
matlosung gelegen hatte. Doch ist es im allgemeinen nicht
zweckmiéiBlig, unnétig viel Vorrat zu halten. Frisch berei-
tete Nihrboden pflegen die besten Resultate zu geben.

Literatur zu §§ 4—14. Die betreffenden Kapitel in den auf
S. 2 genannten Werken iiber allgemeine bakteriologische Technik,
sowie in dem GrundriB der Bakteriologie von Lehmann und Neu-
mann. Ragitnihrboden wurden von E. Marx vorgeschlagen
(Miinchn. mediz. Wochenschr. 1910, S. 361).

III. Luftbakterien

Keimzihlung. Kolonieformen
15. Vorbereitung. ZweiPetrischalen werden im Trocken-
schrank sterilisiert, in dem man die Temperatur bis auf
165—170° C steigen und etwa 5 Minuten einwirken lift.
Nach Erkalten des Schrankes werden sie herausgenommen
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und auf die Tischplatte gestellt. Zwei sterilisierte!) Gelatine-
réhrchen werden durch Einstellen in ca. 40° C warmes
Wasser zum Schmelzen gebracht, der Gasbrenner entziindet
und in die Niéhe der Petrischalen plaziert. Dann entfernt
man aus dem einen, moglichst horizontal gehaltenen Glés-
chen (drehend!) den Wattestopfen, zieht die Miindung des
Glases unter drehender Bewegung durch die Flamme, hebt
mit der freien Hand den Deckel der Schale auf der einen
Seite so hoch (aber nicht hoher!) als nétig ist, um die Gelatine

in die Schale entleeren zu konnen (Abb. 14), schliefit und bringt
durch vorsichtiges Neigen die Gelatine zu gleichmifliger
Ausbreitung. Ebenso verfihrt man mit dem zweiten Glischen.
Die Schalen bleiben unberiihrt auf einer ebenen Unterlage
stehen, bis die Gelatine fest geworden ist.

Y) Fir den vorliegenden Fall geniigt es, wenn die benutzten
Gelatineglischen nur einmal im Dampftopf erhitzt wurden. Wir
brauchen deshalb mit diesem Versuch nicht zu warten, bis die
Gelatine-Sterilisierung (gemdB § 11) vollstindig durchgefiibrt ist.
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Im Sommer muB die Unterlage (durch kaltes Wasser oder Eis)
hinreichend abgekiihlt sein. Die Gelatineschicht soll an allen Stellen
ungefihr gleich dick sein, damit die Bakterien iiberall annithernd
gleiche Entwicklungsbedingungen finden.

Die entleerten Gliser werden in einem besonderen Be-
hilter aufbewahrt; spidter werden sie, wenn sich eine ge-
niigende Zahl angesammelt hat, wieder ausgekocht und von
neuem verwendet. Ebenso werden die Wattestopfen, so-
fern sie nicht beschmutzt sind, zu gelegentlicher spiterer
_ Benutzung zuriickgelegt.

16. Einfangen der Luftbakterien. Nachdem die Gela-
tine vollkommen erstarrt ist, wird je eine Schale in einem
Raum mit keimarmer bezw. keimreicher Luft nach Abheben
(nicht Umkehren!) des Schalendeckels eine bestimmte Zeit
aufgestellt; z. B. in Stall !/,—2, im Laboratorium 5—20 Mi-
nuten. Nach Ablauf dieser Zeit schlieBt man die Schalen
wieder, befestigt auf dem Deckel etwas seitlich von der
Mitte eine Etikette mit dem notigen Vermerk und verwahrt
die beiden Schalen auf einem mit Glasglocke bedeckten
Teller (nicht in der Sonne und nicht in der Nihe der
Heizung!).

Teller und Glasglocke wischt man (zwecks oberflichlicher
Sterilisierung und Anfeuchtung) mit einem in 1°9/,, Sublimatlésung
getauchten Wattebausch aus. Die Gelatineschalen sind stets nur
an den Schmalseiten zu fassen. Werden die (warmen) Finger an
den Schalenboden gelegt, so schmilzt die Gelatine.

Die auf die Gelatineoberfliche gefallenen Keime ent-
wickeln sich hier, soweit ihnen der Nihrboden zusagt, in
1 bis 10 Tagen zu deutlich sichtbaren Kolonien (Tafel I,
Abb. 1 und 2).

Selbstverstindlich bekommt man bei diesem Verfahren nur
einen Teil der Luftkeime zu Gesicht. Zur ungefihren Orientierung
ist jedoch die Methode vollkommen ausreichend. Betreffs Priifung
des Einflusses der Luftkeime auf die Milch vergl. § 57.
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17. Keimzihlung. Die Zahl der Kolonien wiirde den
wirklichen Keimgehalt nur unter zwei, niemals vollkommen
erfiillten Voraussetzungen richtig erkennen lassen:

1. Alle in das Substrat gelangten Keime miifiten darin
Kolonien bilden.

2. Jede Kolonie miifite aus nur einem Keim hervor-

gegangen sein.

Tatséichlich kommen aber einerseits niemals siimtliche
Keime zur Entwicklung; sei es, dafl die Beschaffenheit des
Substrats, die Stirke des Luftzutritts, die Héhe der Tempe-
ratur oder irgend ein anderer Umstand ihnen nicht zusagt.
Andrerseits stellt sich bei der weiteren Priifung der ent-
standenen Kolonien nicht selten heraus, dafl sie aus ver-
schiedenen Keimen hervorgegangen sind, die z. B. vereint
einem Staubteilchen anhafteten.

Es kann und darf stets nur angegeben werden, wieviel Keime
unter den innegehaltenen Versuchsbedingungen gezdhlt worden sind,
nicht aber, wieviel vorhanden waren.

Zuweilen als notwendig erachtete, sehr weitgehende
Genauigkeit beim Auszihlen der-Kolonien erscheint dem-
gemif} nicht unbedingt geboten. Zur Erlangung brauchbarer
Vergleichswerte ist es aber jedenfalls angezeigt, die Gelatine-
kulturen stets 8—10 Tage aufzubewahren. XKolonien von
verfliissigenden Bakterien und Schimmelpilzen, welche dies
bald unméglich machen wiirden, sind (nach einem Vor-
'schlage von Hiltner und Stérmer) durch leichtes Betupfen
mit einem Silbernitrat-Stift abzutoten, und zwar schon dann,
wenn sie noch ganz klein sind. Spiterhin ist der Erfolg
zweifelhaft ; die abfallenden Sporen der Schimmelpilze keimen
von neuem aus und die verfliissigenden Enzyme der Bakterien
wirken weiter. :

Bei dem ,Abstiften” der Kolonien darf der Deckel der Schale
wie in allen Féllen nur so weit als eben ndtig geliiftet werden.
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Eventuell kann man auch so vorgehen, da8 man von der in der
linken Hand, mit der Schmalseite nach oben gehaltenen Schale den
Deckel abhebt und auf die Tischplatte stellt, wihrend die linke
Hand gleichzeitig den Unterteil der Schale rasch umkehrt. So kann
man sehr bequem die Kolonien von oben her betrachten und von
unten her mit dem Silbernitrat-Stift leicht betupfen. Mehrere gleich-
zeitig ‘'mit derselben Aufgabe beschiftigte Praktikanten konnen sich
zweckmiiBig derart vereinen, daB einige die Kolonien rechtzeitig
abtoten, wihrend die anderen das Wachstum ungehindert fort-
schreiten lassen, um so die nach einigen Tagen (besonders bei
Keimen aus der Stalluft) meist &uBerst lebhafte Entwicklung und
unter heftiger Gestankbildung vor sich gehende Gelatine-Zersetzung
kennen zu lernen.

Die frither sehr gebriuchlichen Zihlplatten sind aus
dem angegebenen Grunde entbehrlich. Es geniigt, wenn
man zum Zihlen die Schale umkehrt und auf der Unter-
seite die gezihlten Kolonien durch Tintenpunkte markiert.

18. Kolonieformen. Besonders die dicht mit Bakterien
und Pilzen (aus der Stalluft) besdeten Schalen pflegen einen
guten Einblick in die mannigfaltigen Formen und Fiérbungen
der Kolonien zu vermitteln. Die verschieden erscheinenden
Kolonien sind (mittels Fett-Farbstift auf der Unterseite des
Glases) mit Buchstaben oder Nummern zu bezeichnen und
in ihrer Entwicklung von Tag zu Tag genau zu verfolgen.
Unter der entsprechenden Bezeichnung sind in das Arbeits-
journal méglichst genaue, am besten von einfachen Skizzen
begleitete Notizen einzutragen, aus denen deutlich hervor-
geht, wie die betreffende Kolonie erstens bei der Be-
trachtung mit bloBem Auge (makroskopisch), zweitens
bei schwacher Vergréofierung unter dem Mikroskop
(ohne Beleuchtungsapparat!) ausgesehen hat. Im ersten
Falle sind die Form und die optische Beschaffenheit, im
letzten Falle die innere Struktur und das Aussehen der
Randpartie ausfiihrlich zu schildern (vergl. Abb. 15—18).
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Abb. 15. Form der Kolonien:
a) kreisrund, b) scheibenformig, ¢) unregelmiBig rundlich,
d) oval, e) linsenformig, f) verzweigt,

a

A ~ L
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Abb. 16. Erhebung der Kolonien:
a) flach, b) erhaben, ¢) tropfenformig, d) schalenférmig eingesunken,
e) lochférmig eingesunken.

Abb. 17. Rand der Kolonien:
a) glatt, b) gekerbt, c) gebuchtet, d) ungleichmiBig gelappt, e) haarartig,
f) gelockt.

@ 4 c d
Abb. 18. Innere Struktur der Kolonien:
a) granuliert, b) radidr gestreift, c) gefleckt, d) unregel-
miBig gefurcht.
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Insbesondere ist anzugeben, ob die Kolonien durchsichtig,
durchscheinend oder andurchsichtig sind, ob sie irisieren, opaleszieren,
mehr oder minder stark glénzen, ob sie porzellanartig oder von
kreidiger Beschaffenheit, ob sie gleichmiBig, oder in Zonen oder
sonst unregelméfig geflirbt erscheinen. Eine etwa vorhandene Ver-
fliissigungszone kann entweder klar, oder gleichmiBig getriibt sein,
oder die Kolonie hat sich darin in mehr oder minder groBen
Kriimeln oder Brocken aufgelést. Beim Abimpfen der Kolonien
(§ 21) ist festzustellen, ob sie eine wisserige, schleimige, faden-
ziehende oder knorpelige Konsistenz besitzen, ob sie in Form von
zthen Hauten vom Substrat abgehoben werden kionnen oder andere
bemerkenswerte Eigenschaften in dieser Richtung aufweisen.

IV. Wasserbakterien. Bakterien-Isolierung

19. Vorbereitung. Zwei Reagenzgliser werden mit
je 9 cem Leitungswasser gefiillt und mit Wattestopfen ver-
sehen. Drei 1 ccm-Pipetten werden in ein grofies Reagenz-
glas gestellt, dessen Miindung ebenfalls mit Watte ver-
schlossen wird. Es schadet nichts, wenn der obere, spiter
zum Ansaugen benutzte Teil der Pipetten ein Stiick aus
der Watte hervorragt; man kann eine Kappe von Pergament-
papier dariiber stiilpen und so einer etwaigen Infektion
des inneren Pipettenteiles durch Keime aus der Luft vor-
beugen. Das grofie und die beiden kleinen Reagenzgliser
werden im Autoklav auf 1!/, Atmosphiren Uberdruck oder
zwei Stunden im stromenden Dampf erhitzt!). Ferner sind
drei Petrischalen im Trockenschrank zu sterilisieren. Leitungs-
wasser wird unter moglichstem Ausschluf3 aller Fremd-
infektionen (Abflammen des Hahnes und lingeres Ablaufen-
lassen bei voll gedffnetem Hahn) in einem (im Trocken-

1) Bei dem an sich ebenfalls zuléssigen Sterilisieren der Pipetten
im Trockenschrank wird das Glas meist nach verhéltnismiBig kurzer
Zeit mehr oder minder stark angegriffen.
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schrank) sterilisierten Becherglas aufgefangen und bereit-
gestellt. Eventuell kann auch das im Laboratorium vor-
ritig gehaltene destillierte Wasser zur Untersuchung heran-
gezogen werden.

Gutes Leitungswasser enthilt in der Regel nur wenige Keime,
dagegen sind ausschlieBlich fiir Gebrauchszwecke bestimmte Wiisser,
ebenso wie lingere Zeit aufbewahrtes, destilliertes Wasser oft sehr
keimreich. Fiir solche Fille mu8 man sich durch Bereitstellen
einer groferen Zahl von Reagenzglisern mit je 9 ccm sterilisiertem
Wasser und von mehr sterilisierten Pipetten auf eine griBere Zahl
Verdiinnungen (§ 20) einrichten. Die zweckmiiBigste Art der Probe-
nahme hat sich nach den Umstinden zu richten; fiir Ausschlu8 von
Fremdinfektionen und Kiihlhalten der Proben bis zu der (moglichst
bald vorzunehmenden) Verarbeitung ist jedenfalls zu sorgen.

20. Anfertigung der Verdiinnungen und der Gufi-
kulturen. Drei Gelatinershrchen werden in einem mit
warmem Wasser gefiillten Becherglas zum Schmelzen ge-
bracht. Von dem zu untersuchenden Wasser wird — nach
Umschiitteln! — mittels der einen der sterilisierten Pipetten
zunéichst 1 ccm in das eine mit I (d. h. I. Verdiinnung) zu
bezeichnende Reagenzglas iibertragen und unmittelbar da-
nach 1 cem in die eine mit O (d. h. Original) zu bezeichnende
Petrischale (unter geringem Anheben des Deckels!). Das
mit 1 ccm beschickte, sofort wieder zu verschlielende Re-
agenzglas wird kriftig geschiittelt. Mit der zweiten sterili-
sierten Pipette wird aus der I. Verdiinnung 1 ccm in das
zweite Reagenzglas (II) und 1 ccm in die zweite Schale
gegeben (I. Verdiinnung = !/,, Original); ebenso aus dem
Reagenzglas II nach kriftigem Durchschiitteln 1 ccm in die
dritte Schale (IL. Verdiinnung = 1/,,, Original). In jede
Schale wird ein Gelatineglischen entleert und jedesmal so-
fort Wasser und Gelatine durch vorsichtiges Hin- und Her-
neigen solange vermischt, bis keine ,Schlieren“ mehr zu
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sehen sind. Dann léfit man erstarren, bringt die Schalen
unter die Glasglocke und verfihrt, wenn die Kolonien (nach
2—4 Tagen) sichtbar geworden sind, nach §§ 17 und 18.

Fiir genauere Untersuchungen sind natiirlich Parallelkulturen
unentbehrlich. Eine mitunter angezeigte Priifung auf anaérobe
Bakterien ist derart auszufiihren, daB das Wasser in drei vorher
geschmolzene und auf 50° C abgekiihlte Agarrohrchen eingetragen,
darin durch Hin- und Herneigen (nicht Schiitteln!) griindlich verteilt
und im iibrigen nach den in § 41 mitgeteilten Regeln der Anaéroben-
ziichtung verfahren wird. Wegen spezieller Priifung des Wassers
fiir Molkereizwecke vergl. §§ 57 und 58.

21. Bakterien-Isolierung. Die bei der direkten Aus-
saat der Keime (aus Luft, Wasser usw.) entstehenden
Kolonien sind oft nicht aus einem Keim hervorgegangen,
sondern stellen Mischkulturen dar. Um Reinkulturen zu er-
langen, verfihrt man in folgender Weise:

Von jeder zu nidherer Untersuchung bestimmten Kolonie
(z. B. zwei von der Luft- und zwei von der Wasser-Gufl-
kultur) wird zunéchst in je ein Gldschen mit Bouillon
plibergeimpft“. In der Flamme gliiht man die (nahezu
senkrecht nach unten gehaltene) Platinnadel in ihrer ganzen
Liinge aus; ebenso sterilisiert man durch drehendes Hin-
und Herbewegen den (jetzt horizontal gehaltenen) an-.
schlieBenden Teil des Glasstabes (etwa 10 cm) in der
Flamme. Dann lifit man — Spitze der Nadel nach oben! —
ca. 20—30 Sekunden erkalten, entnimmt (unter geringem
Anheben des Deckels) eine ganz kleine (kaum sichtbare)
Bakterienmenge von der betreffenden Kolonie und iiber-
trigt sie in ein moglichst horizontal gehaltenes Glidschen
Bouillon, dessen Wattestopfen man mit dem dritten und
vierten Finger der rechten Hand derart herausgenommen
hat, daf} der ins Glas gehorige Unterteil zwischen den Fingern
frei nach aulen hervorragt. Die Miindung des Glischens
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ist abzuflammen; die an der Nadel befindliche Bakterien-
masse wird dicht iiber der Bouillon an der Glaswand ver-
rieben und mit der Bouillon vermischt. Nach abermaligem
Durchziehen der Miindung durch die Flamme wird der
Wattestopfen wieder aufgesetzt und die Platinnadel wie
vorher ausgegliiht. Das Bouillonréhrchen wird entsprechend
etikettiert und 1—2 Tage hingestellt, bis eine deutliche
Triilbung oder ein reichlicher Bodensatz darin wahrzu-
nehmen ist. ,

Die Platinnadel bezw. die Platinose st stets unmitielbar vor
wie nach dem Gebrauche in ihrer ganzen Ldnge auszuglichen.
Ebenso ist der angrenzende Teil des Glasstabes, soweit er in die
Kulturgefdfie eingefiihrt wird in der Flamme sorgfiltig zu sterili-
sieren.

Beim Uberimpfen ist die Miimdung der Glaser stets miglichst
tief zu halten. Desgleichen ist es, zwecks Fernhaltung von Fremd-
infektionen, notwendig, dafi die Luft im Arbeitsraume maiglichst
keimarm und unbewegt sei. FEtwa den Miindungen anhaftende
Keime sind durch Abflammen der oberen Glasteile vor wie nach
dem Impfen abzuloten.

Fiir jede geniigend entwickelte Bouillonkultur sind je
drei sterilisierte Petrischalen und drei geschmolzene Gelatine-
rohrchen (im Becherglas mit warmem Wasser) zurechtzu-
stellen. Man gliiht die Platinnadel aus, h#lt sie nach aufien
gekehrt zwischen zweitem und drittem Finger, klemmt das
(vorher geschiittelte!) Bouillonglischen zwischen zweiten
und dritten, und eines von den geschmolzenen Gelatine-
réhrchen zwischen ersten und zweiten Finger der linken
Hand (beide in moglichst horizontaler Lage). Sodann bringt
man den Wattestopfen des Gelatineglischens zwischen
dritten und vierten, den des Bouillongléschens zwischen
vierten und fiinften Finger der linken Hand, und zwar der-
art, daf} der ins Glas gehorende Teil frei nach aufien ragt

Léhnis, Praktikum, 3
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(also nicht von den Fingern infiziert werden kann). Jetat
zieht man die Miindungen der beiden Gliser durch die
Flamme, taucht den Platindraht der ganzen Linge nach in
die Bouillon, lifit ihn einige Sekunden darin verweilen,
fiilhrt ihn dann rasch aus dem Bouillonglischen in die
Gelatine und verteilt hier die mitgefithrten Keime durch
kriiftiges Hin- und Herbewegen der Nadel (Abb. 19). Nach
abermaligem raschen Durchziehen der oberen Glasteile
durch die Flamme werden die Wattestopfen auf das ge-
impfte Gelatineglischen und auf das Bouillonrshrchen auf-

Abb. 19. Uberimpfen und Anlegen von Verdiinnungen
in Reagenzgldsern.

gesetzt, die Nadel wird ausgegliiht und die Bouillon bei-
seite gestellt. Jetzt wird die Platinose zur Hand genommen
und nach Vorschrift ausgegliiht. In analoger Weise wie
vorher wird das infizierte Gelatineglischen zwischen zweiten
und dritten, das neu zu impfende zwischen ersten und
zweiten Finger geklemmt, die Wattestopfen an den richtigen
Platz gebracht und eine Platindse voll der geimpften
Gelatine (I. Verdiinnung) in das neu hinzugenommene
Gldschen (II. Verdiinnung) iibertragen. Durch leichtes An-
schlagen an die Glaswand dicht oberhalb der Gelatine wird
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die Ose entleert und durch rasches Hin- und Herbewegen
des Platindrahtes das Impfmaterial griindlich verteilt. Die
Glidschen werden verschlossen und die Platinnadel ausge-
glitht. Zuletzt wird die III. Verdiinnung in der entsprechenden
Weise angefertigt und die drei Gldschen (nach Abglithen
der Miindungen) in die entsprechend bezeichneten Petri-
schalen entleert.

Das Impfverfahren ist nach kurzer Ubung ohne jede Schwierig-
keit ausfilhrbar und weit einfacher im Gebrauch als dies beim
ersten Durchlesen der Vorschrift erscheinen mag. — Das Verteilen
der Keime in der fliissigen Gelatine darf nicht durch Schiitteln ge-
schehen. Die entstehenden Luftblasen wiirden das Aussehen der
GuBkulturen beeintrichtigen.

Die Gufikulturen werden nach dem Festwerden in
bekannter Weise aufbewahrt und weiterhin nach § 18
untersucht. In wirklichen Reinkulturen miissen die an der
Oberfliiche bezw. die im Substrat und die etwa am Boden
(zwischen Nihrboden und Glas) zur Entwicklung kommenden
Kolonien (sog. Oberflichen-, Tiefen- und Bodenkolonien)
jedesmal unter sich bei makroskopischer wie bei mikro-
skopischer Betrachtung ein iibereinstimmendes Bild liefern.

Die Tiefenkolonien bleiben in der Regel sehr klein und sind
bei den meisten Bakterienarten einander ziemlich #hnlich, dagegen
von den zugehorigen Oberflichenkolonien in der Regel sehr ver-
schieden. Etwa vorhandene (verhdltnismiéBig selten auftretende)
Bodenkolonien #hneln wieder mehr den Oberflichenkolonien.

Nach geniigender Entwicklung wird von je einer gut
isoliert liegenden Kolonie in Bouillon abgeimpft und diese
Kulturen zu eingehenden mikroskopischen und kulturellen
Priifungen (Kap. V und VI) verwendet.

Zur Reinigung legt man die gebrauchten Petrischalen
(beide Hilften mit der flachen Seite nach unten) in einen
Topf mit Wasser, kocht und spiilt nach dem Erkalten unter
der Wasserleitung griindlich ab.

3*
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V. Mikroskopische Priifung

22. Herstellung geféirbter Ausstrichpriiparate. Eine
Anzahl Objekttriger und Deckgliiser, die einige Zeit in einer
etwa zur Hilfte mit salzsaurem Xylol-Alkohol-Gemisch ge-
fiillten Schale gelegen haben, werden mittels eines weichen
(nicht fasernden) Tuches getrocknet und blank geputzt.
Der Deckel der Xylol-Alkohol-Schale ist stets sofort wieder
zu schliefen. Die gereinigten Gliéser werden auf einen
Streifen Filtrierpapier, in eine saubere Schale oder dergl.
gelegt.

Die Anfertigung und Férbung der Ausstrichpridparate
geschieht folgendermafien:

1. Aus einer der Bouillonkulturen iibertriigt man (unter
Innehaltung der bekannten Vorsichtsmafiregeln) eine Ose
voll auf einen zurechtgelegten Objekttriger und streicht das
Material derart aus, dafl es einen reichlich 1 qem grofien
quadratischen Flichenraum ganz gleichm#éflig bedeckt.

2. In wenigen Augenblicken ist das Priparat lufttrocken
geworden. Durch sehr schwaches Anwiirmen iiber kleiner
Flamme kann das Antrocknen nbtigenfalls beschleunigt
werden.

3. Man fixiert das Priiparat, indem man den Objekttriiger
seitlich an den Kanten zwischen Daumen und Zeigefinger
faBit und die mit den Bakterien bedeckte Stelle (Schicht nach
oben) 4—5 mal ruhig (etwa im Sekundenmafl) durch den
heiflesten Teil der Gasflamme zieht. Infolge Festbrennens
des Bakterienschleimes bleiben die Keime bei der weiteren
Behandlung am Glase haften.

4. Die Bakterien werden gefdrbt, indem man eine wis-
serige Anilinfarblosung (Viktoriablan) auf die betreffende
Stelle auftriigt und etwa 30 Sekunden einwirken ldfit.
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5. Nach Abgiefien der Farblésung folgt griindliches
Abspiden mit Wasser (aus der Spritzflasche oder unter der
Leitung).

6. Der Objekttriger wird getrocknet, indem man die
zuriickgebliebenen Tropfen durch Betupfen mit Filtrier-
papier entfernt und dann iiber der Sparflamme vorsichtig
nachwiirmt, bis die letzte Spur von Feuchtigkeit ver-
schwunden ist.

7. Zum HEinschliefen des Priparats bringt man — aus
dem sofort wieder zu schlieBenden Flaschchen — einen
etwa 3 mm im Durchmesser haltenden Tropfen Canada-
balsam (Koniferenharz in Xylol gelost) mitten auf die Bak-
terienschicht und legt ein Deckglas auf.

Der Balsam darf nicht sauer reagieren; nitigenfalls ist pulve-
risiertes Natriumkarbonat hinzuzufiigen, das Gemisch lingere Zeit
unter wiederholtem Umschiitteln in der Wirme aufzubewahren und
schlieBlich das Karbonat durch Absitzenlassen vom Balsam zu trennen.

Etwa im Balsam vorhandene Luftblasen beseitigt man (vor
Auflegen des Deckglases) durch Beriihren mit der heifen Platin-
drahtspitze.

Der Balsam breitet sich von selbst gleichmiflig aus,
notigenfalls kann durch schwaches Anwiirmen iiber der
Sparflamme nachgeholfen werden. Hatte der Tropfen die
richtige Grofle, so fiillt der Balsam den Zwischenraum
zwischen Deckglas und Objekttriger vollstindig aus, ohne
an den Seiten hervorzuquellen, was sorgfiltig zu ver-
meiden ist.

Die wiisserigen Anilinfarblssungen werden derart hergestellt,
daB man zuniichst eine konzentrierte alkoholische Stammlgsung be-
reitet (soviel trockener Farbstoff wird in einer Flasche mit Alcohol
absolut. iibergossen, daB ein ungeldster Rest verbleibt). Diese wird in
dem zum Handgebrauch bestimmten Flischchen mittels destillierten
‘Wassers annéhernd 10-fach verdiinnt. Die wisserigen Losungen zer-
setzen sich mit der Zeit und miissen dann (nach griindlicher Reini-
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gung der Flaschen) erneuert werden. Von den sehr zahlreichen Farb-
losungen kommen fiir unsere Zwecke zuniéichst nur Viktoriablau und
Methylenblau in Betracht. Dieses firbt weniger intensiv als jenes.

Die Fiarbbarkeit der Bakterien ist ungleich. Zuweilen mu8
die oben angegebene Firbezeit verlingert oder es miissen besondere
Firbungsmethoden benutzt werden, woriiber an spiiteren Stellen das
Nétige mitgeteilt werden wird.

Stellt sich bei der Betrachtung (vgl. § 23) heraus, dafl

das Priparat nicht gut gelungen ist, was im Anfang hiufig.

der Fall zu sein pflegt, so legt man es in die saure Xylol-
Alkohol- Mischung, die in kurzer
Zeit den Balsam 16st und die
Farben zerstort. Nach einigen
Wiederholungen erhélt man bald
Priparate, die den zu stellenden
Anforderungen geniigen: erstens
miissen sie von fremden Bei-
mengungen moglichst frei
sein; zweitens diirfen sie weder
zu viel noch zu wenig Bak-

Abb. 20. terien enthalten; drittens
Gefdrbtes Ausstrich-Priparat. gollen diese gleichmiaBig ver-
Luftbakterien. Vergr. 1:1200. teilt liegen und gut gefirbt

erscheinen (Abb. 20).

Eventuell kann man das EinschlieBen des Priparats zunichst
ganz unterlassen und erst nachtriglich (nach Entfernung des Immer-
sionsdles mittels Xylol, vergl. § 23) vornehmen, wenn das betreffende
Priparat des Aufhebens wert erscheint. Zur Aufbewahrung be-
stimmte Priparate sind mit Etiketten zu versehen, die iiber alles
Wissenswerte genaue Auskunft geben. Der Canadabalsam erhirtet
in einiger Zeit vollstindig; er kann aber jederzeit mit Xylol wieder
gelost werden. Nach griindlicher Reinigung (mit Xylol) kénnen im
Laufe der Zeit verblaBte Dauerpriparate von neuem gefirbt werden.
Fiir léngere Aufbewahrung ist der Gebrauch von Priparatenkisten
empfehlenswert.
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23. Anwendung des Immersionssystems. Bei der
Untersuchung von Bakterienpréiparaten macht sich meist
eine 600- bis 1000-fache Vergroflerung notig. Trocken-
systeme geben in solchen Fillen nur dann ein gutes Bild,
wenn besondere (relativ teure) Gldser, sog. Apochromate,
zur Verfiigung stehen. In der Regel wird die Oi-Immersion
benutzt, die in Verbindung mit dem Abbeschen Beleuchtungs-
apparat ein besonders helles und scharfes Bild liefert. Das
Zedernholzsl, das in diesem Falle Priparat und Objektiv
verbindet, besitzt den gleichen Brechungsexponenten wie

- /] '
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Abb. 21. Gang der Lichtstrahlen a) beim Trockensystem,
b) beim Ol-Immersionssystem vom Priparat (P) durch das
Deckglas (D) in das Objektiv (0).

das Glas. Die das Priparat durchdringenden Lichtstrahlen
werden infolgedessen mehr zusammengehalten als bei An-
wendung des Trockensystems (vgl. Abb. 21).

Bei der Benutzung des Immersionssystems ist folgender-
maflen zu verfahren:

1. Aus dem — sofort wieder zu schlielenden —
Zedernol-Flischchen bringt man einen etwa 3 mm im Durch-
messer haltenden Tropfen auf das Deckglas (bezw. auf das
Priiparat).

2. Man legt das Priparat mitten auf den Objekttisch
und senkt den Tubus des Mikroskops unter Benutzung des
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groben Triebs zuniichst gerade soweit, dafl die Fronmtlinse
des Immersions-Objektivs in den Oltropfen eben eintaucht.

3. Unter genauem Zusehen von der Seite her und unter
gleichzeitigem, méfiigen Hin- und Herbewegen des Priiparats
schraubt man vorsichtig (ganz langsam!) in der gleichen
Richtung weiter, bis die Linse das Priparat lose bertihrt,
so daf} das Verschieben gehemmt wird.

Jede stirkere Bervihrung von Linse und Prdparat ist sireng
2u vermeiden.

4. Jetzt bringt man das Auge an das Okular und stellt
Spiegel und Blende derart ein, dafl das Gesichtsfeld moglichst
hell erscheint. Fiir Tageslicht benutzt man den Plan-, fiir
kiinstliches Licht den Hohlspiegel.

5. Dann schraubt man den Tubus (in der entgegen-
gesetzten Richtung als vorher) ganz langsam empor (das
Triebrad darf sich in der Sekunde nur um Bruchteile von
Millimetern drehen!) und bewegt gleichzeitig mit der an-
deren Hand das Priparat méflig hin und her (in Bewegung
begriffene (tegenstéinde werden leichter gesehen).

6. In dem Moment, in dem das Bild im Gesichtsfelde
erscheint, verlifit die Hand den groben Trieb und geht an
die Mikrometerschraube, mit deren Hilfe das Bild scharf
eingestellt wird.

7. Notigenfalls ist die Beleuchtung durch Stellungs-
#nderung von Spiegel, Blende und Beleuchtungsapparat noch
zu vervollkommnen. Seitliche Verschiebungen des Préparates
werden jetzt am besten nicht mehr durch direktes Bewegen
des Objekttrigers, sondern durch Verstellen des Objekt-
tisches bewirkt, sofern dieser darauf eingerichtet ist.

Man gewdhne sich daran, bei der Betrachtung des Prdparates
die Mikrometerschraube andauernd zu benutzen und das wicht be-
schdftigte Auge nicht fest zu schliefien.
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Die Okulare diirfen nur im Nolfalle und nur mit grofter
Vorsicht, die Objektive viberhaupt nicht auseinandergeschraubt werden.

Eingelheiten iiber Gebrauch und Wirkung des Mikroskops sind
in den betreffenden Kapiteln der auf S.2 angegebenen Lehr- und
Haudbiicher iiber mikroskopische Technik nachzulesen. Auch hier
ist Ubung die Hauptsache.

Von den zur Aufbewahrung bestimmten Priparaten
wird das Ol mittels FlieBpapier leicht abgetupft. Der Rest
trocknet langsam ein. Vor, einer spiteren Betrachtung wird
er durch Xylol entfernt, ehe von neuem ein Oltropfen auf-
gebracht wird.

Nach jedesmaliger Beendigung der mikroskopischen Arbeiten ist
die Immersionslinse mit einem mit einer Spur Xylol befeuchteten
feinen Tuche vorsichtig von dem anhaftenden Ol zu befreien. Viel
Xylol lost den Linsenkitt!

Sobald die Mikroskope nicht mehr gebraucht werden, sind sie
in die Schrdnke zuriickzubringen.

24. Tusche-Ausstrichpriiparate. Das Firben der Bak-
terien stellt eigentlich nur einen Notbehelf dar, dessen wir
uns oft bedienen, da die direkte Beobachtung der lebenden
Bakterien, besonders wenn es sich um bewegliche Formen
handelt, nicht selten ziemlich schwierig ist, weshalb sie auch
hier vorldufig zuriickgestellt wurde (s. § 25). Durch das
Fixieren, Firben usw. werden aber Gestalt und Struktur
mehr oder weniger stark veriindert. Die Betrachtung des
ungefirbten, trockenen Ausstrichpridparats ist nur in Aus-
nahmefillen anwendbar (vefgl. § 88). In vorziiglicher Weise
wird dagegen die Untersuchung der ungefirbten Bakterien
ermoglicht, wenn man diese in Tusche einbettet; sie er-
scheinen als helle Gebilde auf dunklem Grunde (vergl. Taf. I,
Abb. 3). Die Anfertigung des Tusche-Ausstrichpréparates
geschieht in der Weise, dafi man dem auf den Objekttriiger
aufgetragenen bakterienhaltigen Tropfen eine Ose voll sterili-
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sierter Tusche (von Griibler & Co in Leipzig) hinzufiigt
und moglichst gleichmiflig ausstreicht!). In wenigen Augen-
blicken ist das Priiparat trocken ; bei richtiger Anfertigung mufy
es, gegen weifies Papier gehalten, dunkelgrau durchscheinen.
Das Einschliefien in Kanadabalsam erfolgt wie beim gefirbten
< Priparat; auch das Tuschepriiparat kann direkt (ohne Deck-
glas) mit dem Immersionssystem gepriift werden. Fast immer
finden sich neben zu dicken und zu diinnen Stellen solche,
die ein sehr klares Bild liefern.* Besonders empfiehlt sich
die Anwendung dieser durch gréfite Einfachheit ausgezeich-
neten Methode, wenn Material aus Bouillon, Milch u. dergl.
mikroskopiert werden soll, vorhandene Fremdkorper aber
das gefirbte Priparat sehr unsauber erscheinen lassen. Nicht
brauchbar ist das Verfahren, wenn starke Schleimbildung
im Substrat stattgefunden hat.
Literatur: Burri, Das Tuscheverfahren 1909.

25. Beobachtung im héngenden Tropfen. Aus einer
Bouillonkultur wird eine Platinése voll Material auf ein auf
der Tischplatte liegendes, nicht vollig fettfreies Deckglas
aufgetragen, so dafl ein kleiner, flacher Tropfen von 2 bis
3 mm Durchmesser entsteht. Ein geringer Fettgehalt ist
notig, um das Breitlaufen zu verhindern; eventuell geniigt
ein vorheriges, leichtes Uberstreichen mit dem Finger. Mit
der Platinnadel setzt man an vier Stellen des Randes der
Vertiefung eines hohlgeschliffenen Objekttrigers kleinste
Tropfchen Kanadabalsam oder Vaseline. Den umgekehrten
Objekttriger driickt man nun behutsam derart gegen die

1) Gewdhnliche Tusche ist meist bakterienhaltig. Sie muB im
stromenden Dampf sterilisiert und der Sedimentierung iiberlassen
werden, so daB sie eine homogene Suspension feinster Teilchen liefert.
Die Entnahme der Tropfen muB stets aseptisch erfolgen; das Tusche-
glischen ist von Zeit zu Zeit, nach Ersatz des verdunsteten Wassers,
wieder zu sterilisieren.
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Ecken des Deckglases, daf diese durch den Balsam (oder
die Vaseline) festgehalten werden und der Tropfen frei in
den Hohlraum hineinragt (Abb. 22).

Ist der Tropfen zu groB, so beriihrt er den Objekttriger;
die mikroskopische Beobachtung ist dann unmdglich. Die Ver-
wendung groBerer Mengen Kanadabalsam oder Vaseline bedingt
villigen LuftabschluB des Hohlraumes. Sehr sauerstoffbediirftige,
bewegliche Bakterien stellen in diesem Falle bald ihre Beweg-
lichkeit ein,

Jetzt wird — um ein Abflielen des Tropfens zu ver-
hindern — rasch umgewendet und auf das Deckglas ein
Tropfen Zedernholzsl aufgetragen. Beim Niederschrauben

Abb. 22. Hohlgeschliffener Objekttriger mit hingendem Tropfen.
Natiirl. GroBe.

des Mikroskops ist wie vorher (§ 23) zu verfahren, doch ist
hier ganz besondere Sorgfalt erforderlich, um das hohl
liegende Deckglas nicht durchzudriicken. Die Beleuchtung
wird derart reguliert, dafl man zwar auch zundichst — am
besten unter Benutzung einer kriftigen kiinstlichen Licht-
quelle (elektrische Gliihlampe oder Gas-Mikroskopierlampe)
und des Hohlspiegels — maximale Beleuchtung herstellt,
dann aber die-Blende soweit schliefit, dafy das Gesichtsfeld
hellgrau -erscheint. Nun hebt man den Tubus unter stetem
Hin- und Herbewegen des Priparates ganz langsam an;
sobald ein schwach sichtbares Bild erscheint, geht die Hand
an die Mikrometerschraube. Nach scharfer Einstellung wird
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das Priparat — unter andauernder Bewegung der Mikro-
meterschraube — soweit seitlich verschoben, bis der Tropfen-
rand im Gesichtsfelde erscheint. Hier sind die Bakterien
bei richtiger (auszuprobierender!) Spiegelstellung und
Blendenéffnung meist recht gut zu sehen (vergl. Tafel I,
Abb. 4). Insbesondere kann hier entschieden werden, ob
die Keime in der betreffenden Kultur aktiv beweglich sind
oder nicht. Im Innern des Tropfens sind in der Regel
auch unbewegliche Bakterien infolge der Brownschen
Molekularbewegung in scheinbarer Bewegung. Doch
handelt es sich in diesem Falle um ein besonders an Bak-
terien-Konglomeraten deutlich erkennbares Schwingen und
Tanzen fast ohne Ortsverinderung, das auch andre feinste
Korperchen (Tuscheteilchen usw.) unter diesen Bedingungen
zeigen. Wirklich bewegliche Formen sieht man am Tropfen-
rand mehr oder minder rasch hin- und hereilen, so dafi ein
Zweifel iiber die Beweglichkeit nur in verhiiltnisméfig
seltenen Fillen (bei sehr langsam beweglichen Arten) be-
stehen bleibt.

Die Beobachtung der Bakterien im hingenden Tropfen erfordert
entschieden mehr Geduld und Ubung als die Betrachtung des ge-
firbten oder des Tusche- Ausstrichpriparates. Ist ein Wechsel des
Préaparates beabsichtigt, so braucht man nur das Deckglas vor-
sichtig (durch Anfassen an der oberen und der unteren Ecke) ab-
zuheben. Der Objekttriger kann sogleich weiter verwendet werden;
das Deckglas kommt in die Xylol-Alkohol-Schale.

26. Bakterienmessungen. Das gefirbte oder das
lebende Préparat wird in gewohnter Weise eingestellt. In
das hierfiir bestimmte Okular wird das Mikrometer ein-
gelegt und nun festgestellt, wie breit und lang die be-
treffenden Bakterien im Vergleich zu den Strichen des
Mikrometers erscheinen. Nach der jedem Mikroskop bei-
gegebenen Tabelle erfolgt dann die Umrechnung.
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Wenn z. B. gemessen wurde, da8 die Lénge der untersuchten
Formen 1—1'Y, und die Breite ', Mikrometerteil entspricht, der
Mikrometerwert aber fiir die betreffende VergroBerung 1,65 p betriigt,
so ergeben sich als wirkliche GriBenmaBe 0,8:1,656—2,6 p. Um
die richtigen Grenzwerte zu erhalten, sind selbstverstindlich Pri-
fungen einer hinreichend groBen Zahl von Bakterien erforderlich.
Geftirbt erscheinen diese (infolge Schrumpfung beim Trocknen und
Fixieren) in der Regel ein ganzes Stiick kleiner als im lebenden
Zustande. Deshalb miissen die Messungen stets an Priparaten
beiderlei Art ausgefiihrt werden.

27. Geifielpriparate. Eine gute Sichtbarmachung der Bak-
teriengeiBeln ist im allgemeinen recht schwierig und zeitraubend.
Deshalb pflegt man auch im agrikultur-bakteriologischen Labora-
torium mit Recht derartige Priparate gewdhulich nur dann an-
zufertigen, wenn es sich um die genaue Erforschung einer unbe-
kannten Art handelt. Die Zahl der vorgeschlagenen Methoden ist
relativ groB; keine von ihnen gibt stets zufriedenstellende Resultate.
Man kann z. B. folgendermaBen verfahren:

Einige saubere Deckgliser werden im Becherglas 10 Minuten
in 5proz. Natronlauge gekocht. Nach dem Abkiihlen werden sie
in destilliertem Wasser abgespiilt und 10 Minuten in 10-proz. Salz-
siure gekocht. Dann folgt abermaliges Spiilen in destilliertem
Wasser, danach in Ather-Alkohol-Gemisch. Die zum Fassen der
Deckgliéser benutzte Pinzette muB vollkommen rein sein.

Aus dem Kondenswasser einer 12—24 Stunden alten, bei 38° C
gehaltenen Agarkultur (s. § 28) einer im héngenden Tropfen als
beweglich erkannten Bakterienart wird eine Ose voll in einen Tropfen
Leitungswasser iibertragen, der sich auf einem Objekttréiger befindet.
Wasser und Objekttriger wirmt man zweckm#Big vorher im Brut-
schrank an. Ohne zu verrilhren, 18t man die Bakterien sich
verteilen und etwaige Konglomerate sich absetzen. Nach einigen Mi-
nuten bringt man von der Aufschwemmung je eine Ose voll auf die vor-
bereiteten Deckgliser; das Tropfchen muB sich von selbst sofort aus-
breiten. Die in eine Schale gelegten, beschickten Deckgliser werden
gleich wieder in den Brutschrank gestellt; am besten arbeitet man gleich
darin. Nach dem Antrocknen folgt dasBeizen, wozu mansich der von
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Bunge angegebenen Beize bedienen kann: 25 cem einer 25-proz. Eisen-
chloridlésung werden mit 75 ccm einer konz. wiisserigen Tannin-
l6sung vermischt; nach mehrere Tage oder Wochen dauernder Auf-
bewahrung ist die Fliissigkeit gebrauchsfertiz. Die durch einen
kleinen Trichter auf das Priiparat auffiltrierte Beize 1it man unter
schwachem Erwirmen 1—2 Minuten einwirken, dann wird sauber
abgespiilt und getrocknet. Weiterhin firbt man, ebenfalls unter
gelindem Erwirmen 1—2 Min. mit Karbolfuchsin (1 Teil konz.
alkoh. Fuchsin + 9 Teile 5-proz. wisserige Karbolsiureldsung).
SchlieBlich folgt in bekannter Weise Abspiilen, Trocknen und Ein-
schlieBen. Um recht saubere Préparate zu erhalten, kann man sie
vor dem Beizen und nach dem Firben mit schwacher Essigsiure
behandeln (vgl. § 37).

Literatur: Die betreffenden Kapitel in den auf S. 2 ge-
nannten Lehr- und Handbiichern fiir mikroskopische und allgemein-
bakteriologische Technik, ferner Lehmann und Neumann, Grund-
riB der Bakteriologie.

Y1. Kulturelle Priifung

28. Plattenkulturen. Die Isolierung der Bakterien
wurde zuerst (von R. Koch und dessen Schiilern) derart
ausgefiihrt, dal man die geimpfte Gelatine auf Glasplatten
ausgoB. Auch die jetzt fast ausschliefilich in Petri-Schalen
angelegten Guikulturen bezeichnet man deshalb noch oft als
nPlattenkulturen“. Zur Herstellung dient Gelatine (§ 21)
oder Agar (§ 34). Uber das Aussehen der Kolonien wurde
bereits (§§ 18 und 21) gesprochen. Die Reinkultur-Platten
der Luft- und Wasserbakterien sind in ihrer fortschreitenden
Entwicklung genau zu beobachten.

Fiir besonders genaue Untersuchungen sind die Petrischalen
besser durch sog. Soyka-Flischchen zu ersetzen, bei denen Fremd-
infektionen fast vollkommen aunsgeschlossen sind. Das Substrat wird
zundchst wie in Reagenzgldsern sterilisiert und geimpft; durch
Flachlegen erhilt man die ,Platten.
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Eventuell kann man auch durch Auftragen einer geringen
Bakterienmenge auf die Mitte der steril erstarrten Scheibe Riesen-
kolonien entstehen lassen, die sehr charakteristische Bilder liefern

(Abb. 28).

29, Strichkulturen. Mit der Platindse wird aus den
Bouillonrshrchen auf schrig erstarrtes Agar und auf
Kartoffel iibergeimpft, in-
dem mit'der flach aufgelegten
Ose iiber die ganze Fliche hin
(beim Agar im Kondenswasser
beginnend!) ein gerader Strich
gezogen wird. Das Agar darf
dabei nicht verletzt werden.

Bei der Kartoffel empfiehlt es
sich, das Material nicht blofi
aufzustreichen, sondern einzu-
reiben. Auf Agar pflegt die
Entwicklung (besonders wenn
die frisch isolierten Kulturen
bei 38° C. gehalten werden)
sehr lebhaft zu sein; meist ist
schon nach einem Tage eine
ausgebreitete Auflage sichtbar.
Farbe, Glanz, Konsistenz, Be-
schaffenheit der Oberflicheund ~_ ADD- 23. Soyka-Flischehen
A mit Riesenkolonie von Azotobacter.
des Randes, Geruch usw. sind ca. 3, matiirl. GroBe.
von Tag zu Tag an den in
die Reagenzglas-Gestelle plazierten Kulturen zu priifen. In
dlteren Agarkulturen sind Kristallbildungen verschiedener
Art (MgNH,PO, u. a.) nicht selten.

Gelatine pflegt man nur selten zu Strichkulturen zu verwenden,
da sie von sehr vielen Bakterien verfliissigt wird. Dagegen sind
bisher nur einige wenige Arten bekannt, die Agar zur Auflgsung
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bringen (vergl. Gran, Centralbl. f. Bakt., II. Abt., 9, 8. 562 und
Biernacki, ebenda, 29, 8. 166).

30. Stichkulturen. Von einer jungen Agar-Strichkultur
entnimmt man mit der Platinnadel eine geringe Menge
Material und sticht dieses in die Gelatine und in das
Traubenzucker-Agar ein (Abb. 24). Der Stich muf
genau in der Mitte in gerader Richtung bis zum Boden

des Glases gefiihrt werden; seit-
liches Zerdriicken des Substrates
ist zu vermeiden. Hart gewor-
/ dene Gelatine, die hierbei leicht
aufreifit, ist vorher zu verfliissigen
und von neuem zum KErstarren
zu bringen. Am Traubenzucker-
Agar-Stich ist in erster Linie auf

. eintretende oder ausbleibende Gas-

Z entwicklung zu achten. An der
Gelatine-Stichkultur ist die Ent-
wicklung an der Oberfliche (sog.

. Auflage) und im Stich (Aus-
// dehnung, Stirke, Aussehen) so-
wie die Art der etwaigen Gela-
tine-Verfliissigung genau zu be-
Abb. 24. obachten und zu beschreiben
Anlegen der Stichkultur. (Abb. 25).

-

31. Fliissige Kulturen. Von der Bouillonkultur wird
unter Benutzung der Platindse in Milch iibergeimpft.
Diese bleibt entweder unveréndert, oder sie wird verfirbt,
durch S#ure oder Lab koaguliert (Reaktionspriifung!), auf-
gehellt (peptonisiert), oder es machen sich abnorme Anderungen
des Geschmackes, des Geruches oder der Konsistenz (Schleim-
oder Gasbildung) bemerklich. An den Bouillonglischen
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ist festzustellen: Stérke und Art der Triibung, Haut- oder
Ringbildung (an der Oberfliche), Auftreten von Bodensatz,
Verfiirbung, Geruch, Konsistenziinderungen usw.

Von diagnostischer Wichtigkeit ist mitunter der Nachweis
von in der Bouillon gebildetem Indol. Dieses wird meist (nach
Salkowski) in der Weise ermittelt, da man die mindestens eine
Woche alte Bonillon zuerst mit ca. 4 ccm 10-proz. Schwefelsiure, dann
mit 1/,—2 ccm /,-promill. Natriumnitrit erwdrmt (blaurote Férbung
zeigt Indol an). Zuverldssiger ist indessen folgendes von Ehrlich
angegebene Verfahren: Der Bouillonkultur werden zuniéichst 5 ccm

e e

a b

Abb. 25. Gelatine- Stichkulturen. !/, natiirl. Grose.
a) Nicht verfliissigende sog. Nagelkopf-Kultur. b) Schalenférmige
Verfliissigung, Astchenbildung im Stich. ¢) Kugelige Verfliissigung,
geringe Entwicklung im Stich. d) Spitz-trichterformige Verfliissi-
gung. e) Zylindrische Verfliissigung.

€

einer salzsauren Dimethyl-amido-benzaldehyd-Losung (4 g Para-
dimethyl-amido-benzaldehyd -} 380 ccm 96-proz. Alkohol - 80 ccm
konzentrierte Salzsiure), dann 5 ccm einer gesittigten wiisserigen
Kaliumpersulfat- Losung hinzugefiigt; Indol gibt intensive Rot-
firbung. Die Losungen werden gebrauchsfertig von Griibler & Co.
in Leipzig geliefert. Vergl. A. Bohme, Centralbl. f. Bakt., I. Abt.,
Orig. 40, S. 129.

Auf etwa entweichenden Schwefelwasserstoff kann durch
Einhiéingen eines Streifchens Papier | Bleiazetat (Schwarzfirbung)
gepriift werden (vergl. auch § 132).

Ldhnis, Praktikum. 4
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In allen Fallen ist jede Kultur mittels Etikette genau zu be-
zeichnen (Journal-Nummer, Substrat, Datum).

82. Priifung verschiedener Kohlenstoff- und Stickstoff-
quellen. In den meisten Fallen gestattet die Priifung auf den
sechs Standard-Nihrboden eine hinreichend sichere Erkennung der

Art der untersuchten Bakterien. Mitunter er-
scheint es jedoch angezeigt, auch noch das
Verhalten gegen andere Kohlenstoff- und Stick-
stoff-Quellen festzustellen. Uber die ganz spezi-
ellen Anspriiche mancher Diinger- und Boden-
organismen wird weiterhin (Abschnitt C und D)
zu sprechen sein. Zunidchst handelt es sich nur
um Versuche von allgemein-diagnostischer Be-
deutung.
Neben dem Traubenzucker kénnen
andere Zuckerarten (Laktose, Saccharose,
Maltose, Galaktose usw.), Alkohole (Man-
nit, Glyzerin usw.), Fette, Salze organi-
scher Siuren (Laktate, Malate, Succinate usw.)
und andere C-Quellen beriicksichtigt werden.
Man setzt sie (gewohnlich in Mengen von 1/,
bis 29,) zuvor entzuckerter Bouillon zu.
Die Entzuckerung der Bouillon ge-
schieht in der Weise, daB man Milchsiure-
Streptokokken oder Coli-Bakterien einsiet, ein
. bis zwei Tage bei 80—388° C bebriitet, dann
Abb. 26, Gasbildung iy 1 ontraligiert, filtriert und sterilisiert.
in Zuckergelatine- ? A
Schiittelkultar. Lackmuszusatz gibt Auskunft iiber
Stéureproduktion.

Neben Bouillon kann auch (zuckerfreie) Gelatine Verwendung
finden. Besonders instruktive Ergebnisse pflegen Schiittel-
kulturen zu liefern. Man erhilt diese, indem man die Keime in
der verfliissigten Gelatine gut verteilt und die Gelatine rasch erstarren
148t. Wird der betreffende Zucker vergoren, so werden zahlreiche
Gasblasen in der Gelatine sichtbar (Abb. 26). Agar ist weniger



VI. Kulturelle Priifung . 51

hierzu geeignet, weil darin beim Sterilisieren meist etwas Trauben-
zucker gebildet wird.

Zum Auffangen der Girungsgase bedient man sich verh#ltnis-
mifig am héufigsten der Girklbchen nach Th. Smith (Abb. 27);
das eventuell produzierte Gas sammelt sich (teilweise) in dem langen
Schenkel und kann hier (bei entsprechender Graduierung) gemessen
sowie qualitativ auf CO, und H gepriift werden. Die Apparate
leiden daran, da8 sie schwierig zu reinigen und leicht zerbrechlich sind.
— Nach Burri und Diiggeli (Centralbl. f. Bakt., I. Abt., Orig. 49,
8. 155 ff.) kann man ein starkwandiges Glasrohr von 40—50 cm
Linge erst mit 10 ccm geimpftem Zuckeragar be-
schicken und (nach dem Erstarren) eine Deckschicht
von 60—80° warmem Wasseragar aufgiefien; das
Rohr wird horizontal im Brutschrank aufbewahrt,
die Bewegung des ,gleitenden Agarpfropfens* ~
orientiert iiber die Intensitiit der Gasbildung. Kom- B
pendiisere, auch fiir genauere Gasanalysen geeig-
nete Apparate konstruierten u.a. Epstein(Centralbl.

f. Bakt., 1I. Abt., 6, S.658), Hofstédter (ebenda,

18, 8. 765), Beijerinck und Minkman (ebenda,

25, S. 82). Meist wird es jedoch geniigen, nach voll- Abb. 27.
stindigem Fiillen des VersuchsgefiBes einen (im @irkslbehen nach
Autoklav sterilisierten) durchbohrten, mit gebogenem  Th. Smith.
Glasrohr versehenen Kautschukstopfen aufzusetzen /s natiirl. Groge.
und die GHrungsgase unter Wasser aufzufangen.

Zur Priifung der im einzelnen Falle verwendbaren Stickstoff-
quellen konnen eventuell folgende Losungen in Betracht kommen,
die in bekannter Weise in Reagenzgliser portioniert und an drei
aufeinander folgenden Tagen sterilisiert werden:

Peplonwasser: 100 Leitungswasser, 1 Pepton siccun Witte,
1 Kochsalz; nach dem Erhitzen zu filtrieren.

Cohnsche Nahrlisung: 100 destill. Wasser, 1 weinsaures Ammon,
0,5 K, HPO,, 0,5 MgSO,(+ 7 H,0), 0,05 Cay(PO,),; nicht filtriert.

Uschinskysche Nahriosung: 100 destill. Wasser, 3—4 Glyzerin,
0,6- 0,7 Ammonlaktat, 0,3—0,4 asparaginsaures Natron, 0,5 bis
0,7 NaCl, 0,2—0,25 K, HPO,, 0,02—0,04 MgS0,, 0,01 CaCl,.

4*
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Frdnkelsche Nahriosung: 100 destill. Wasser, 0,6 Ammonlaktat,
0,4 Asparagin, 0,56 NaCl, 0,2 K,HPO,; mit verdiinnter Na OH deut-
lich alkalisch gemacht.

Maafensche Nahrlisung: 100 dest. Wasser, 0,7 Apfelsiure, mit
reinem KOH neutralisiert; dazu 1 Asparagin, 0,2 K,HPO,, 0,25
Na,CO, kristallisiert, 0,04 Mg80,, 0,001 CaCl, siccum. Eventuell
werden 1,5—4°/, Zucker, Glyzerin, Mannit usw. hinzugefiigt.

Vergl. ferner die von A. Meyer angegebenen Nihrlsungen
(s. Gottheil, Centralbl. f. Bakt., II. Abt., 7, S. 432 und A. Meyer,
Praktikum der botan. Bakterienkunde, 1903, S. 22 ff.) sowie die in
den Abschnitten B bis D angefiihrten, speziellen N#hrsubstrate.

VII. Heubakterien. Bakteriensporen.

33. Ziichtung der Heubakterien. Einige Gramm fein
zerschnittenes Heu werden im Becherglase mit Leitungs-
wasser iibergossen und mehrfach griindlich durchgeriihrt.
Nach 1—2 Stunden filtriert man die Fliissigkeit durch ein
Tuch ab, fiillt ca. 100 ccm davon in einen 300 ccm-Erlen-
meyer-Kolben und erhitzt (,pasteurisiert“) die Losung
1/, Stunde im strémenden Dampf. Aufierdem werden 10 ccm
in einen 50 ccm-Erlenmeyer-Kolben gefiillt, und beide Kolben
in den Brutschrank (38° C.) gestellt. Sobald Entwicklung
eingetreten ist, wird mikroskopiert (Tuschepréparat und
hingender Tropfen). In der nicht erhitzten Fliissigkeit
finden sich allerhand Bakterien, Pilze und Protozoen, in
der erhitzten nur grofle, bewegliche Stéibchen, die eventuell
auch schon Sporen enthalten (runde, stark lichtbrechende
Zelleinschliisse, vergl. Taf. I, Abb. 4). Von der pasteuri-
sierten Kultur sind Gelatine- und Agarplatten anzufertigen;
die auftretenden Kolonien sind in den verschiedenen Stadien
genau zu beschreiben. Nicht immer erhdlt man den Heu-
bazillus i. e. S. (Bac. subtilis), oft treten statt dessen ver-
wandte Formen auf, besonders der sog. Kartoffelbazillus
(Bac. mesentericus). Eine oder zwei der sporenbildenden
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Stdmme sind nach erfolgter Reinigung auf die sechs Standard-
Niéhrboden iiberzuimpfen.

34. Anfertigung von Agar-GuBikulturen. Fiir die-
jenigen,besonders unter den Sporenbildnern hiufigen Formen,
die besser bei 38° als bei 20° C. gedeihen, benutzt man fiir
die Gufikulturen oft Agar statt Gelatine. Dabei ist die
Schwerschmelzbarkeit des Agars sowie dessen rasches Er-
starren bei 40° C. entsprechend zu beriicksichtigen. Die
notige Zahl Agarglischen werden im Becherglas mit Wasser
(im Dampf oder iiber der offenen Flamme) zum Schmelzen
gebracht; durch Hinzufiigen kalten Wassers erniedrigt man
die Temperatur des Wassers auf 45° C. Durch eine unter-
gestellte kleine Flamme wird die Temperatur konstant er-
halten, nach 5—10 Minuten hat sich auch das Agar auf ca.
450 abgekiihlt, so dal nun das Impfen in bekannter Weise
(8§ 21) vorgenommen werden kann, ohne dafl die Bakterien
durch allzu hohe Wirme leiden. Um andrerseits ein vor-
zeitiges Erstarren des Agars zu vermeiden, ist rasches
Arbeiten unbedingt erforderlich. Augenblicklich nicht ge-
brauchte Gliser sind stets sofort wieder in das Wasserbad
zuriickzustellen; Verwechslungen kann durch Anbringen
einer einfachen Marke am Wattestopfen (Drehen einer oder
zwei Spitzen oder dergl) vorgebeugt werden. Nach dem
Ausgieflen in die Schale ist das Agar schnell durch Hin-
und Herneigen gut zu verteilen. Sobald die Platte fest ge-
worden ist, wird die Schale umgekehrt, ein Stiick abge-
flammtes Filtrierpapier (ca. 4 qcm) in den Schalendeckel
gelegt und ein Tropfen Glyzetin darauf gebracht. Auch
im Thermostaten wird die Schale umgekehrt anfbewahrt.
Man vermeidet so, dafl sich das vom Agar ausgeprefite
Wasser auf der Oberfliche ausbreitet; das Glyzerin fordert
die Verdunstung. Wihrend ohne besondere Vorsichtsmaf}-
regeln ein Zusammenflielen der Kolonien auf Agar hiufig
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ist, erhilt man unter Beachtung der angegebenen Regeln
auch auf diesem Substrat gut isolierte Ansiedlungen.

35. Firbung nach Gram. Diese fiir diagnostische
Zwecke mitunter wichtige Methode wird folgendermafien
ausgefiihrt:

1. Aus einer 1—2 Tage alten Bouillon- oder Agar-
kultur des Heubazillus wird in der iiblichen Weise (§ 22)
ein Ausstrichpriparat angefertigt und fixiert.

2. Man fdarbt zwei Minuten unter schwachem Erwirmen
mit einer Anilin-Viktoriablau - Lisung folgender Zusammen-
setzung:

3—4 ccm konz. alkoh. Viktoriablan
5 Tropfen Anilinél
15 ccm Alcohol absol.
30 ccm destill. Wasser

3. Nach Abgieflen der Farblosung gibt man Jod-Jod-
kalium (sog. Lugolsche Liosung: 100 destill. Wasser, 1 JK,
0,3 J) auf das Priparat und lifit ebenfalls zwei Minuten
(ohne Erw#rmen) einwirken.

4. Nach Abgiefien des Jod-Jodkaliums spiilt man mit
Alcohol absolutus, bis kein Farbstoff mehr abgegeben wird.

5. Zuletzt wird, wie gewohnlich, mit Wasser abgesprilt,
getrocknet und in Kanadabalsam eingeschlossen.

gemischt, nach 12- bis
- 24-stiindiger Aufbewahrung
' gebrauchsfertig.

Die Gramsche ,Firbung® ist eigentlich eine ,Ent-
firbung“. Manche Bakterien geben bei der Behandlung
mit Alkohol den Farbstoff an diesen ab, andre (z. B. der
Heubazillus im jugendlichen Stadium) nicht. Aus alten
Kulturen erhélt man indessen auch bei sonst ,grampositiven“
Arten ,gramnegative“ Zellen, und manche Formen (z. B.
die Knollchenbakterien) zeigen noch gréfiere UnregelmiBig-
keiten.
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Eine Agarstrichkultur des Heubazillus hiélt man sich zweck-
mifig als Testmaterial fiir die Gramfirbung vorritig. Bei der
Priifung andrer Arten kann man danu in Zweifelsfillen junge Heu-
bazillen beimischen und deren firberisches Verhalten als MaBstab
benutzen. :

36. Bakteriensporen. 8—14 Tage alte Kulturen des
Heubazillus (speziell von Heudekokt, Agar oder Kartoffeln)
pflegen sehr reich an sporenhaltigen Stibchen und an freien
Sporen zu sein. Lebhafte Sporenbildung erhdlt man ge-
wohnlich auch dann, wenn man die in lebhafter Entwicklung
begriffene Bakterienmasse (von Bouillon, Agar und dergl.)
in sterilisiertes Leitungswasser iibertrigt.

Im hiéngenden Tropfen sind die fertig ausgebildeten
Sporen besonders bei ziemlich weit geschlossener Blende
als stark lichtbrechende Korner in der Regel sehr gut zu
erkennen. In dem in gewohnlicher Weise gefiirbten Aus-
strichpridparat erscheinen in der Entstehung begriffene
Sporen (d. i. konzentriertes Eiweifl) als besonders intensiv
gefirbte Teile des Bakterienleibes. Fertig ausgebildete
Sporen bleiben dagegen im Innern ungefirbt und nehmen
nur in der #uflersten Schicht wenig Farbe auf. Wenn sie
sich noch in den Stibchen befinden, stellen sie sich als
helle runde Stellen in den geféirbten Zellen dar. A

Eine sichere Entscheidung dariiber, ob es sich bei derartigen
Erscheinungen wirklich um Sporen handelt, ist jedoch nach dem
bloSen Anblick nicht zu féllen. Vakuolen, Fetttropfen u. a. konnen
Sporen vortduschen. Zur Gewinnung eines begriindeten Urteils ist
die Pasteurisierung, die Anwendung der Sporenfirbung und
die Beobachtung der Sporenkeimung erforderlich.

Pasteurisierung. Von dem anscheinend sporenhaltigen
Material werden 2—3 Osen voll in ein Bouillonrshrchen
iibergeimpft und festgestellt, ob in diesem noch Entwicklung
eintritt, wenn es zuniichst eine Stunde bei ca. 80° C. ge-

halten wurde.
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Das Bouillonglischen sowie ein ca. 10 ¢ccm Wasser enthaltendes
offenes Reagenzglas stellen wir in ein mit Wasser gefiilltes Becher-
glas. In das Wasserrshrchen wird ein Thermometer eingelegt und
durch eine untergestellte, nach Bedarf regulierte Flamme die Tem-
peratur auf anndhernd 80° C gehalten.

Ist genauere Auskunft iiber die Kochfestigkeit der betreffenden
Sporen erwiinscht, so stellt man eine grofere Zahl reichlich mit
sporenhaltigem Material geimpfte Bouillongldschen in das auf ca.
100° C erhitzte Wasserbad und nimmt in bestimmten Abstiinden
(z. B. alle zwei oder fiinf Minuten) je ein Glas heraus, das sofort
in kaltem Wasser hinreichend abgekiihlt wird.

Sporenfirbung. Es bestehen zahlreiche Vorschriften;
z. B. kann man folgendermafien verfahren:

1. Es wird in bekannter Weise ein Aueatnchprdparat
angelegt, getrocknet und fixiert.

2. Man bedeckt die Bakterienschicht mit Karbolfuchsin
(ein Teil konz. alkoh. Fuchsin -+ neun Teile 5-proz.
wiisserige Karbolstiure-Losung).

3. Das Priparat wird 3—5 Minuten erwdrmi. Der mit
der Farblosung beschickte Objekttriiger wird bis zur be-
ginnenden Dampfentwicklung iiber die (kleine!) Flamme
gehalten, fiir kurze Zeit zur Seite gezogen, wieder iiber
die Flamme gebracht und dies drei- bis fiinfmal wiederholt.

4. Nach dem Abgiefien der Farblosung spiilt man 1/, bis
1 Minute mit 3proz. Salzsdure- Alkohol, bis die rote Farbe
fast verschwunden ist.

5. Es wird griindlich mit Wasser abgespiilt, mit wisserigem
Methylenblau (20—30 Sekunden) nachgefdrbt, getrocknet und
in Balsam eingeschlossen.

Die Sporen miissen rot, die Stibchen blau erscheinen. Notigen-
falls ist die Behandlung mit dem heifien Karbolfuchsin zu verlingern
oder mit dem salzsauren Alkohol griindlicher zu entfirben. Be-
sonders schwer firbbare Sporen werden zweckmifig vor dem Firben
/;—2 Minuten mit 5-proz. Chromsiurelésung behandelt (mazeriert).
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Sporenketmung. In zweifelhaften Fillen gibt allein die
direkte Beobachtung des Auskeimens einwandfreie Auskunft
iiber die Sporennatur der fraglichen Gebilde. Derartige
Priifungen erfordern nicht selten grofie Ausdauer und ge-
langen deshalb nur in Ausnahmefillen zur Anwendung.

Aus einer viel Sporen enthaltenden Agarkultur bereitet man
sich in einem Reagenzglas mit wenig Wasser eine stark getriibte
Emulsion, die man 5—10 Minuten bei ca. 80° C hilt. Man iiber-
trigt 2—3 Osen des pasteurisierten Materiales auf ein in der Flamme
sterilisiertes Deckglas, streicht aus und liBt antrocknen. Dann gibt
man einen Tropfen fliissiges Néhragar auf und verfihrt nach dem
Erstarren des Tropfens und Abflammen des Objekttrigers nach dem
Prinzip des ,hiingenden Tropfens“ (§ 25). Wegen der leichten
Schmelzbarkeit der Vaseline ist zur Befestigung Kanadabalsam zu
benutzen. Man legt das Priparat in den Brutschrank (38° C) und
kontrolliert von Zeit zu Zeit (je */y,—1 Stunde), ob die Keimung be-
ginnt. Ist sie einmal in Gang gekommen, so laBt sie sich in der
Regel auch bei Zimmertemperatur unter dem Mikroskop gut verfolgen.
Besonders fiir derartige Zwecke konstruierte Heizvorrichtungen sind
relativ teuer. :

VIII. Beschreibung und Bestimmung der Bakterien

37. Bakterienbeschreibung. Man gewdhne sich von
vornherein an recht genaue und vollstindige schriftliche
Wiedergabe des Gesehenen. "Einfache Zeichnungen kénnen
dabei oft sehr von Nutzen sein. Das auf S.58 und 59
reproduzierte, stets zwei einander gegeniiberliegende Seiten
des Arbeitsjournals fiillende Schema, hat sich wiederholt
als niitzlich erwiesen. Am Kopf der linken Seite wird die
provisorische Benennung der betreffenden Kultur, rechts
oben der wirkliche Artenname notiert, sobald dieser nach
den Ergebnissen der Untersuchung feststeht. Die Kulturen
sind in der Regel vier Wochen hindurch (bei genauen
Priifungen linger) zu kontrollieren.



58

W. 2 (griin).

Form und Griffe: An den Enden abgerundete Stibchen. Lebd.
1,—3/, n dick, 1Y, p lang, oft zu zweien, auch
lingere Fédden. Geféirbt etwas diinner. Fiden 10
bis 15 pu lang.

Beweglichkeit. lebhaft.
Farbbarkeit. gut mit gewdhnl. Anilinfarben. Nicht nach Gram.
Sporenbildung: war nicht zu beobachten. .

Fleischgelatineplatie: Oberflichenkol. makroskopisch: Rundl,
undurchsichtige H#uatchen, schalenférmige Ver-
flissigung. Verfl. Gelatine getriibt, Kolonie zer-
fillt kriimelig. Gelatine griin gefirbt.
) Oberflichenkol. mikroskopisch (50-fach):
A Junge Kol. rundlich, von unregelmégiger Struktur,
: mit Haarkranz (Zeichnung A). — Altere Kol. im
Zentrum kompakt, nach auBen hin kriimelig zer-
fallend (Zeichnung B).
Tiefenkol. makroskopisch: meist wei-
gelbl. Piinktchen und Scheiben, z. T. bliulichweise,
unregelmiBig umrandete Hautchen.

Tiefenkol. mikroskopisch: Punktférmige
Kol. gelbbraun, hockerig, unregelm. gekerbter
B Rand. Hautartige Kol. stark granulierte, hell-
graue Schleier mit unregelm. zerfranstem Rand.
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Bact. fluorescens (Fliigge) Lehm. et Neum.

Fleischagar-Strich: Flacher, undurchsichtiger, grauweiBer, glinzender
Belag. Rand fein eingeschnitten, darum grauer,
durchsichtiger, diinner Uberzug auf dem Agar.
Kondenswasser klar, weiBl. Bodensatz. Agar stark
griin fluoreszierend. Unangenehmer Geruch.

Traubensucker-Agar-Stich: Ziemlich gute, fadenférmige Entwicklung
im Stich. Auflage grauweiB, glinzend, aus-
gebreitet. Agar fluoresziert. Kein Gas.

Fleischgelatine-Stich: Gute Entwicklung im Stich, gelblich. Grau-
weiBliche Auflage mit fein gebuchtetem Rand,
sinkt schalenférmig ein. Verfliissigung spéter
zylindrisch. Gelbgriine Fluoreszena.

Bouillon: Starke Triibung. Lockeres Hiutchen. Griin fluoreszierend.
Unangenehmer Geruch. Deutlich alkalisch. Kein
Jndol.

Milch: Langsam (in Schichten) aufgehellt. Von oben her griin verfarbt.
Karloffel: Gelblich-graubrauner, mattglinzender, ausgedehnter Belag.

Bemerkungen: Glukose-Bouillon kein Gas, alkal. Reaktion. Saccha-
rose-Bouillon ebenso, Laktose-Bouillon desgl.
Nitrat-Bouillon: Nitrat verschwindet ohne Gas-
bildung.
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Form und Grifie der Bakterien sind an Priparaten
festzustellen, die mit Material von verschiedenen Substraten
(meist Agar, Bouillon und Kartoffel) angefertigt wurden.

Von den festen Substraten ist stets nur wenig Material mit
der Platinnadel zu entnehmen und in einem Wassertropfen sorgfiiltig
zu verreiben. Um recht sauber gefirbte Ausstrichpriiparate zu er-
halten, ist es zuweilen angebracht, nach dem Abspiillen ganz kurz
mit sehr verdiinnter Essigséiure (1 Eisessig : 200 Wasser) zu
behandeln, nochmals abzuspiilen und rasch zu trocknen. Anhaftende
Nihrbodenteile usw. werden dadurch beseitigt.

Von Milchkulturen geben Tuschepréparate oft recht gute Bilder
(vergl. § 24). Soll gefirbt werden, so ist (zur Entfernung des Fettes)
nach dem Antrocknen mit Alkohol und Ather vorzubehandeln:
Alkohol fixiert gleichzeitig. Wegen einer speziellen Methode zur
Gewinnung gut gefirbter Priparate aus geronnener Milch s. § 60.

Handelt es sich um eine anscheinend noch nicht in der
Literatur beschriebene Art, so wiederhole man die Unter-
suchung mehrfach und dehne sie moglichst weit aus, nm
auch iiber die oft sehr bedeutende Variationsbreite genii-
gende Auskunft zu erlangen.

Jedenfalls vermeide man es streng, auf Grund einiger weniger
Beobachtungen die bereits auferordentlich grofe Zahl ungemiigend
beschriebener, angeblich meuer Arten weiter zu vermehren.

Vermag man in der Literatur keine Beschreibung auf-
zufinden, die sich mit den eigenen Beobachtungcn vollstéindig
deckt, so geniigt es meist, mit wenigen Worten anzugeben,
inwiefern der untersuchte Stamm von der an der betreffen-
den Stelle verdffentlichten Artbeschreibung abweicht.

Recht zweckmiflig ist unter Umstdnden die kurze
Wiedergabe charakteristischer Merkmale unter Verwendung
der von der ,Gesellschaft amerikanischer Bakteriologen“
angenommenen, nachstehend reproduzierten Nummern-Be-
zeichnung.
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100. mit Sporen .0001 Denitrifikation (N-
200. ohne Sporen Entbindung)
10.  obligat aérob .0002 Nitrate nicht redu-
20. fukultativ anaérob ziert
30. obligat anaérob .0003 Nitratredaktion
L Gelatine verfliissigt (ohne Gasbildung)
2 Gelatine nicht verfliissigt .00001 fluoreszierend

1 Siure und Gas aus Glukose  .00002 violett gefirbt
.2 Sidure, kein Gas aus Glukose .00003 blau "

3 Keine Siure aus Glukose .00004 griin

4  Kein Wachstum mit Glukose .00005 gelb
.01 Sture und Gas aus Laktose  .00006 orange
.02 Sture, kein Gas aus Laktose .00007 rot
.03 Keine Sture aus Laktose .00008 braun
.04 Kein Wachstum mit Laktose .00009 rosa
.001 Siure und Gas aus Saccharose .00000 nicht "

.002 Siure, kein Gas ausSaccharose z. B. lauten die Zahlen bei
.003 Keine Siéure aus Saccharose  Bact. fluorescens: 221.333381
.004 KeinWachstum m. Saccharose  Streptoc. lactis: 222.22220

2 3 3 3 3 2

38. Bakterienbestimmung. Die Identifizierung der
isolierten Arten ist nicht immer leicht. Die im Anhang I
beigefiigten, tabellarischen Zusammenstellungen sind zur
ersten Orientierung bestimmt. Niheres ist in den auf S. 2
angegebenen Werken iiber allgemein-bakteriologische und
iiber speziell agrikulturbakteriologische Diagnostik nach-
zulesen.

Sammelwerke, in denen (wie bei Migula und Matzuschita)
alle die oft hichst ungenauen, sog. Artbeschreibungen kritiklos
aneinander gereiht wurden, sind fiir den Anfinger so gut wie un-
brauchbar. Als sehr wertvoll hat sich dagegen fast in allen Fillen
der ,Atlas und Grundri8“ von Lehmann und Neumann erwiesen.
Zwar sind darin die medizinisch wichtigen Bakterien an erster Stelle
berticksichtigt, doch 148t das Werk auch bei agrikulturbakterio-
logischen Untersuchungen nur selten im Stich. Der im Anhange I
beigefiigte Bestimmungsschliissel ist in Anlehnung an die be-
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treffenden Zusammenstellungen der genannten Autoren unter Be-
riicksichtigung der fiir unsere Zwecke notwendigen Kiirzungen und
Erweiterungen entworfen worden. Die bei Lehmann und Neu-
mann fehlenden Beschreibungen einiger landwirtschaftlich besonders
wichtigen Bakterien miissen in den Originalarbeiten nachgelesen
werden, die sich in meinem ,Handbuch der landwirtschaftlichen
Bakteriologie“ zitiert finden. Vergl. auBerdem die weiterhin in ver-
schiedenen Kapiteln der Abschnitte B bis D folgenden speziellen
Angaben.

39. Fortziichtung der Reinkulturen. Nur bei regel-
mifig und hiufig (nach wenigen Tagen) wiederholten Uber-
impfungen gelingt es mit einiger Sicherheit, eine Form in
ihren Eigenschaften konstant und lebenskriftig zu erhalten.
Sporenbildende Arten verlieren das Sporulationsvermtgen
nicht selten, wenn nicht von Zeit zu Zeit eine entsprechende
Auslese durch Pasteurisieren vorgenommen wird. Die iso-
lierten Stimme sind fiir spétere Versuche in Agar-Strich-
kulturen vorriitig zu halten.

Kulturen nener Arten werden zweckmiBig der bakteriologischen
Sammlung von Kral in Prag iiberwiesen. Ebendaher ist Vergleichs-
material zu beziehen.

IX. Kartoffelbakterien. Anaérobentechnik

40. Ziichtung der Kartoffelbakterien. Eine nicht ge-
waschene Kartoffel wird von mehreren Seiten mit dem Messer
angestochen und in ein mit Wasser gefiilltes Becherglas
gelegt, das man mit einer Glasschale bedeckt in den Brut-
schrank (38° C) stellt. Nach 1—2 Tagen liefert der hiin-
gende Tropfen ebenso wie die Fiérbung nach Gram ein sehr
interessantes und wechselvolles Bild. Aérobe Ziichtung
ergibt u. a. verschiedene Formen aus der Gruppe des ,Kar-
toffelbazillus“ (Bac. mesentericus). Bei Luftabschluff kommen
dagegen besonders Buttersiurebazillen (Bac. amylobacter)
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zur Entwicklung, die bei der
Sporenbildung oft keulen-
formig anschwellen (sog. Clo-
stridium-Formen).

41. Isolierung obligat
anaérober Bakterien. Zwei
Burrische Rohren werden
nach griindlicher Reinigung
(an dem einen Ende mit Kaut-
schukstopfen, am andern mit
Watte verschlossen) im Auto-
klaven (2 Atm.) oder im
Dampftopf (2Std.) sterilisiert.
Drei Fleischagar- und drei
Traubenzucker - Agar - Glis-
chen werden zum Schmelzen
gebracht, auf 459 abgekiihlt
und mit der Faulfliissigkeit
(zuerst mit der Nadel, bei den
weiteren Verdiinnungen mit
der ()se) in deriiblichen Weise
geimpft. In die senkrecht
(Gummistopfen nach unten)
aufdie Tischplatte aufgesetzte
Rthre wird jedesmal zuerst
die dritte (schwichste)
Verdiinnung entleert; durch
Einsetzen in kaltes Wasser
bringt man sie rasch zum
Erstarren. Dann folgt die
zweite und, nachdem diese

Anaérobe 63

Abb. 28. Anaéroben-Isolierung

festgeworden ist, die erste in Burri-Rohren. 3/, natirl. GroBe.
Verdiinnung. Beide Burri- Rechts: Fleischagar, links: Trauben-

zucker-Agar.
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Réhren werden im Brutschrank bei 38° C aufbewahrt. Nach
ein bis zwei Tagen pflegt sich das in Abb. 28 reproduzierte
Bild zu ergeben: im Traubenzucker-Agar sehr starke, im
Fleischagar keine oder schwache Gasbildung. Deutlich er-
kennbare Kolonien sind infolgedessen gewohnlich nur in
diesem vorhanden.

Beim Abimpfen verfihrt man folgendermafien: Auf einen
Porzellanteller legt man ein Stiick Filtrierpapier, zieht den
Kautschuckstopfen aus der Rohre und léfit aus dem schriig
gehaltenen Glase vorsichtig den mit gut isoliert liegenden
Kolonien besetzten Teil des Agars auf das Papier heraus-
gleiten. Dann wird die Klinge eines (alten) Taschenmessers
sowie ein Objekttriger in der Flamme sterilisiert (abgeflammt,
nicht gegliiht) und mit dem Messer die Agarrolle in Scheiben
zerschnitten, die man nacheinander flach auf den Objekt-
triger auflegt. Vor jedem neuen Schnitt ist das Messer
von neuem zu erhitzen. Man betrachtet nun, wie bei den
Plattenkultuyen, die Kolonien unter dem Mikroskop; etwaigen
Luftinfektionen kann durch Auflegen abgeflammter Deck-
gliser auf die Agarscheiben vorgebeugt werden. Eine gut
isoliert liegende Kolonie wird dann in gewohnter Weise in
Bouillon abgeimpft und (nach § 42) unter anaéroben Ver-
schluff gebracht. Nachdem (bei 38° C) geniigende Ent-
wicklung eingetreten ist, wird das Isolierungsverfahren mit
Fleischagar nochmals wiederholt. .

42. Reagenzglas-Kulturen obligat anaérober Bak-
terien. Im Prinzip wird in ganz derselben Weise wie bei
der Priifung aérober Arten verfahren. Nur verwendet man
zweckmiflig starkwandige Glischen. Diese beschickt
man (nach griindlicher Reinigung) mit den benétigten Néahr-
boden und sterilisiert noch ein- bis zweimal unter Watte-
verschluffi. Man benutzt in diesem Falle nicht, wie sonst,
entfettete, sondern fetthaltige Watte, aus der man feste,
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aber nicht weit aus dem Glase hervorragende Stopfen an-
fertigt. Gleichzeitig stellt man sich 25 ccm einer 20-proz.

Pyrogallussiure - Losung und ebensoviel
einer 20-proz. Kalilauge zurecht.

Der anagérobe Verschluf} der geimpften
Gléschen wird (nach Wright-Burri,
Abb. 29) folgendermaflen bewirkt. Nach
erfolgter Impfung des Gldschens schiebt
man den darauf befindlichen Wattestopfen
(mit Hilfe des Glasstabes) bis auf etwa
1 cm Abstand an das Substrat heran. Dar-
iiber setzt man einen miBlig lockeren (nicht
sterilen) Stopfen aus entfetteter Watte,
der etwa 2 cm unterhalb des Glasrandes
abschneidet. Auf diesen lifit man zunéichst
2 ccm der Pyrogallussidurelésung, danach
2 ccm der Kalilauge aufflieflen und ver-
schliefit rasch mit einem gut passenden
Gummistopfen, den man nétigenfalls noch
mit Paraffin abdichten kann.

Der schrigen Agarfliche gibt man
in diesem Falle zweckmiiflig eine etwas
geringere Ausdehnung als gewéhnlich. Im
iibrigen macht dieses sehr handliche Ver-
. fahren alle die zahllosen Komplikationen
tiberfliissig, die fiir die Anaérobenziichtung
sonst angegeben wurden. Will man iiber-
impfen, so wird zunéchst der Gummi-
stopfen entfernt, dann die mit Pyrogallol
getrinkte Watte (unter Benutzung einer
kriiftigen Pinzette, drehend) herausgezogen
und beseitigt, schlieilich der sterile Watte-
stopfen in seine urspriingliche Lage ge-

Léhnis, Praktikum.

Abb. 29. Kulturglas
mit Anaéroben-
VerschluB n. Wright-
Burri. %/; nat. Gr.

5
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9

Abb. 30. Anaérobe
Plattenkultur n. Burri.
*/; natiirl. Groe.

bracht. Bei einiger Vorsicht ist es
vollkommen ausgeschlossen, dafi die
Kultur mit Pyrogallol verunreinigt wird.

43. Plattenkulturen anaérober
Bakterien. Man sterilisiert in Petri-
schalen kleine, rechteckige Glastroge
und giefit in diese, statt wie sonst in
die Schale, die infizierte Gelatine. Nach
dem Erstarren des Substrats und nach
griindlicher Sterilisierung der Hinde
(Reinigen mit Seife, mehrere Minuten
Eintauchen in 19, Sublimatlosung)
bringt man die Glastroge in weite
Reagenzgliser, die man nach Wright-
Burri verschliet (Abb. 30). Nach ein-
getretener Entwicklung werden die
Trége zwecks eingehender Untersuchung
wieder in sterilisierte Petrischalen ein-
gestellt.

Neben diesem vonBurri ersonnenen
Verfahren scheint auch eine von Heim
neuerdings angegebene Methode recht
praktisch zu sein. Die Gufikulturen
werden hier wie gewohnlich in Petri-
schalen angelegt, auf runde Glasscheiben
von 13 cm Durchmesser wird ein dem
Umfang der unteren Schalenhilfte ent-
sprechender Plastilin - Ring aufgelegt
und in die Mitte hiervon ein Watte-
bausch (von ca. 0,5 g Schwere). Diesen
trinkt man zun#ichst mit 2 ccm Pyro-
gallol-Losung, hilt dann die umgekehrte,
die Gufikultur enthaltende Schalenhilfte
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dariiber, fiigt 2 ccm Kalilauge hinzu und sorgt durch rasches
Eindriicken des Schalenrandes in das Plastilin sowie durch
sorgfiltiges Verstreichen fiir volligen Luftabschluf}.

Literatur: Wright, Centralbl. f. Bakt., I. Abt., 29, 8. 61;
Burri, Centralbl. f. Bakt., II. Abt., 8, S. 533; Kiirsteiner, ebenda,
19, S. 1, 97, 202, 385, spez. S. 21 ff. und 97 ff.; Heim, Centralbl.
f. Bakt., I. Abt., Orig.,, 55, S. 837. Wegen der anderen Methoden
vergl. die betreffenden Kapitel in den Lehrbiichern iiber allgemein-
bakteriologische Technik.

X. Spezielle Methoden®)

44. Auxanographie. Zwecks Feststellung der von den ver-
schiedenen Mikroorganismen bendtigten oder bevorzugten Nahrstoffe
kann man sich der von Beijerinck angegebenen ,auxanographi-
schen* Methode bedienen. Unter Verwendung von Wasser oder rein
mineralischer Losung hergestellte Gelatine (bezw. Agar) wird reich-
lich mit den betreffenden Keimen geimpft und in Petrischalen aus-
gegossen. Nach dem Erstarren (bei Agar nach hinreichendem
Trockenwerden) der Platte trigt man keimfreie Tropfchen der zu
priifenden Nihrstoffe auf; diese diffundieren in das Substrat und
mischen sich hier in verschiedener Weise. Uberall da, wo eine zu-
sagende Kombination zustande kam, entwickeln sich die Keime und
man kann aus dem sich so ergebenden ,Auxanogramm“ (d.h. Ver-
mehrungsbild) die entsprechenden Schliisse ziehen.

Literatur: Beijerinck, Centralbl. f. Bakt., 7, 1890, S. 347.

45. Priifung auf Symbiose resp. Antagonismus. Zuweilen
erscheint es angezeigt, festzustellen,” ob mehrere bestimmte Arten
aufeinander giinstig oder nachteilig einwirken kénnen. Dies kann
zunéichst in der Weise gepriift werden, da man (ihnlich wie bei

1) Die in §§ 44—48 enthaltenen Angaben sollen zur Orien-

tierung iiber einige Methoden dienen, die sowohl von allgemeinem - .

Interesse wie im Hinblick auf gewisse Untersuchungen spezieller
Art (aus dem Gebiete der Molkerei-, Diinger- und Bodenbakteriologie)
von Wichtigkeit sind.

5*
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der auxanographischen Methode) ein geeignetes Substrat reichlich
mit einer Bakterienart impft und nach dem Festwerden der Platte
parallele oder einander kreuzende Strichkulturen der anderen Keime
darauf anlegt. Ferner kann man aber auch verschieden zusammen-
gesetzte Losungen mit anndhernd gleichen Mengen der zu priifenden
Spezies impfen und zusehen, ob eine gegenseitige Firderung oder
Hemmung wahrzunehmen ist.

46. Anhiufungsversuche. Auf dem soeben erwihnten Prinzip
beruben die besonders von Prof. Beijerinck in Delft mit groBem
Erfolge benutzten, meist sehr instruktiven Anh#ufungsversuche. Die
differente chemische Zusammensetzung der Substrate kann in Ver-
bindung mit den jeweils innegehaltenen physikalischen Versuchs-
bedingungen (Luftzutritt, Temperatur usw.) in vorziiglicher Weise
dazu dienen, die an einer bestimmten Umsetzung beteiligten Arten
aus einem komplizierten Mikrobengemisch auszulesen und anzu-
reichern. Besonders fiir die Diinger- und Bodenbakteriologie (vergl.
Abschnitt C und D) sind derartige Methoden von hervorragender
Wichtigkeit. Auch bei den spontanen ,Gérungen“ (Einsiuerung
von Futtermitteln, Siuerung der Milch, Kisereifung usw.) wie bei
den durch Bakterien erregten Krankheitserscheinungen handelt es
sich sehr oft um ,natiirliche Anhdufungen“ der aktiven Arten. Im
Experiment kann jedoch durch Innehalten bestimmter Versuchs-
bedingungen der EinfluB des ,Zufélligen* in viel hoherem MaSe
eliminiert werden. Im ,vollkommenen“ Anh#ufungsversuch bleibt
schlieBlich nur eine Art iibrig und zwar erhdlt man, was in
systematischer Hinsicht von grofer Bedeutung ist, alle mdoglichen
Varietiten dieser Art, die man oft irrtiimlicherweise fiir besondere
Spezies halten konnte, wenn sie getrennt aufgefunden und unter-
sucht worden wiiren. In der Tat sind viele angeblich verschiedene
Bakterienarten nur unvollstindig untersuchte Varietiten einiger
weniger Spezies. Dieser Uberproduktion an ,neuen Arten® kann
mit Hilfe der auf den Anhdufungsversuch basierten Mikroben-Diagnose
erfolgreich entgegengearbeitet werden.

47. Verdiinnungsmethode. Die im Anh#&ufungsversuch er-
probten Lisungen konnen dazu dienen, den numerischen Keimgehalt
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verschiedener physiologischer Grappen im Diinger, Boden usw. za
ermitteln. Viele landwirtschaftlich besonders wichtige Bakterien
wachsen nicht oder nur sehr kiimmerlich auf den sonst gebrauchten
Substraten. Namentlich lassen die festen Nihrbiden oft nur wenige
der vorhandenen Keime zur Entwicklung kommen. Man kann statt
dessen geeignete Nihrlosungen unter Verwendung von mindestens
vier Parallelreihen mit Verdiinnungen impfen, die, wie gewdhnlich,
in Wasser hergestellt wurden. Die in die ersten Gliser bei der
Impfung eingefiihrten Mengen an Erde, Diinger, Milch oder dergl.
miissen (zwecks Erzielung moglichst gleichartiger Versuchsbedin-
gungen) den anderen Versuchsgefifen in sterilisiertem Zustande
zugesetzt werden. Durch Umrechnung ergibt sich dann annihernd
die Zahl der in 1 g Substanz vorhandenen Erreger der betreffenden
Umsetzung (z. B. Salpeterbildner). Allerdings muB man dabei von
der oft nicht zutreffenden Voraussetzung ausgehen, daB in die letzten
Gliser, in denen noch Entwicklung eintrat, nur ein Keim gelangte.

48. Ein-Zell-Kultur. Wenn auch gegeniiber der #lteren Ver-
diinnungsmethode in Fliissigkeiten die GuBkultur-Methode (nach
R. Koch) entschieden groBere Gewihr dafiir bietet, da8 tatstichlich
aus einem Keim entstandene Reinkulturen zur Untersuchung ge-
langen, so fehlt es doch auch hier noch an der oft wiinschenswerten
absoluten Sicherheit. Nur mit Hilfe einer wirklichen Ein-Zell-
Kultur kann dieses Ziel erreicht werden, das fiir die Ziichtung der
relativ groSen Sprofpilze schon vor léngerer Zeit durch die For-
schungen von E. Chr. Hansen zuginglich gemacht wurde. Fiir
die Bakterien fehlte es dagegen bis vor kurzem an einer geeigneten
Methode, die aber jetzt in der von R. Burri ausgearbeiteten Tusche-
punkt-Kullur gegeben ist. Unter Verwendung einer sterilisierten,
hinreichend verdiinnten Tusche-Aufschwemmung (von Griibler & Co.
in Leipzig) werden auf einen sauberen, abgeflammten Objekttriger
mit Hilfe einer groBen Platingse drei bis vier Tuschetropfen auf-
getragen und in diesen das keimhaltige Material in der tiblichen
Weise (zuerst mit der Nadel, weiterhin mit der Ose) fortlaufend
verdinnt. Mit Hilfe einer vorher durch die Flamme gezogenen
Zeichenfeder iibertrigt man aus den schwichsten Verdiinnungen
kleinste (etwa 0,1 mm groBe) Trpfchen auf eine sterile Gelatine-
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platte. Eine Anzahl Petrischalen mit keimfreier Gelatine sind in
Vorrat zu halten; die Feder ist in moglichst horizontaler Lage der
Gelatine leicht zu ndhern (nicht aber in diese einzustechen!). Die
in Reihen angeordneten Tropfchen werden mit vorher sterilisierten
kleinen Deckglasstiicken (ca. 3 X 3 mm) bedeckt und mit einem
starken Trockensystem untersucht. Die nur einen Keim enthaltenden
Tropfchen 148t man entweder an Ort und Stelle zu einer Kolonie
auswachsen, oder man iibertrigt das mit sterilisierter Pinzette ge-
faBte Deckglas nebst dem anhaftenden Keim in ein geeignetes
Substrat. Diese Ubertragung gelingt, weil der Keim besser am
trockenen Deckglas als an der feuchten Gelatine haften bleibt.

Literatur: Burri, Das Tuscheverfahren, 1909, Centralbl. f.
Bakt., 1I. Abt., 20, S. 95.
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XI. Keimgehalt der Milch. Schleuderproben

49. Niéhrbioden. Der Bestand an verfiigbaren Reagenz-
gldsern ist auf 250 Stiick zu ergéinzen; zwei Liter moglichst
sauber gewonnene frische Magermilch und 3—4 Kartoffeln
sind zu beschaffen. Nach der in §§ 6—13 geschilderten
Arbeitsweise werden zuniichst fertiggestellt:

30 Glas Fleischgelatine 15 Glas Bouillon
30 Glas Fleischagar 30 Glas Milch
15 Glas Traubenzucker-Agar 15 Glas Kartoffeln

Von der iibrigbleibenden Bouillon werden 120 ccm mit
0,59, Milchzucker, der Rest mit 0,5 %/, Aesculin und 0,59,
Ferrizitrat versetzt, so dal noch 15 Gléschen Milchzucker-
Bouillon. und ca. 10 Glischen Aesculin-Bouillon (fiir die Coli-
probe, § 58) resultieren.

‘Weiter bereiten wir uns Molkengelatine und Molkenagar
nach folgendem Rezept: Die noch vorhandenen 13/, Liter
Magermilch werden bei 35° C mit Lab dick gelegt. Das
Koagulum wird mit einem Glasstab grob zerkleinert und
das Gemisch im Wasserbad bis auf etwa 80° C. erhitat.
Die Molke wird durch ein Tuch abgeseiht, mit 1°/; Pepton
sicc. Witte und 1/, %/, Kochsalz versetzt, eine Stunde lang
im Dampftopf erwirmt und durch Papier filtriert. Vom
Filtrat werden je 250 ccm (in analoger Weise wie Bouillon)
zu Molkengelatine und Molkenagar (je 30 Glédschen) ver-
arbeitet; der Rest wird im 2-Literkolben sterilisiert und
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fiir spiter reserviert. Molken-Néihrboden sind entweder gar
nicht oder doch jedenfalls nur sehr schonend (bis !/, Atm.)
im Autoklaven zu erhitzen.

Der angegebene Vorrat an Nihrsubstraten reicht ungeféhr fiir
die in Kapitel XI—XVIII angegebenen Ubungen, sofern nicht be-
sonders ausfiihrliche Untersuchungen damit verbunden werden.

Andere eventuell zu beriicksichtigende Néhrbdden sind: Heyden-
Agar (100 destill. Wasser, 1 Nahrstoff Heyden, 1 Agar), Fleisch-
peplon- Molkengelatine (enth#lt Bouillon und Molken zu gleichen
Teilen), Laktose-Gelatine und Laktose-Agar (Fleischgelatine und -agar
mit 29/, Laktose) eventuell mit Zusatz von Lackmus zur Erkennung
der Suurebildner; vergl. hierzu den empfehlenswerteren Kreide-
zusatz § 60.

50. Keimgehalt der Milch. Zur Herstellung der nétigen
Verdiinnungen (vergl. § 20) sind ein 300-ccm-Erlenmeyerkolben
mit 100 ccm und 10 Reagenzgliser mit je 9 ccm Leitungs-
wasser, 10 l-ccm-Pipetten sowie 24 Petrischalen zu sterili-
sieren. Da je nach der Beschaffenheit der Mikroflora in
den verschiedenen Milchproben bald das eine, bald das
andere Substrat giinstigere Resultate liefert, sind von Fleisch-
gelatine, Fleischagar, Molkengelatine und Molkenagar je
6 Gliser zurechtzustellen. Von einer (vermutlich) relativ
keimarmen Milchprobe sind 3 Verdiinnungen derart anzu-
legen, dafy die betreffenden Petrischalen mit !y, 1/,,, und
/1000 ccm Milch beschickt werden, wihrend von gewshnlicher
Marktmilch, von der zunichst 1 ccm in den im Erlenmeyer-
kolben befindlichen 100 ccm verteilt wird, zweckmiflig
1100000 V100000 UNA /1000000 €M Verwendung finden. Da die
Keime in der Milch oft zu mehreren aneinanderhéingen,
mufl bei Anfertigung der Verdiinnungen stets kriiftig ge-
schiittelt werden. Zentrifugieren ruft aus dem gleichen
Grunde meist eine sehr bedeutende (scheinbare) Erhohung
der Keimzahl hervor.
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Die Gelatine-Gufikulturen werden 8—10 Tage bei 20°,
die Agar-Platten (umgekehrt, mit Glyzerin-Papier im Deckel!)

3 Tage bei 38° C. gehalten (vergl. §§ 17
und 34), ausgezihlt und einer eingehenden
Durchmusterung unterworfen. Die am
hiufigsten auftretenden Formen sind ab-
zuimpfen, durch erneutes Plattengiefien
(nach § 21) zu reinigen und in bekannter
Weise (s. Kap. V—VIII) zu untersuchen.

Zur Erledigung der vorstehend angegebenen
Keimzahlbestimmungen konnen sich zweckmiBig
zwei bis vier Praktikanten vereinigen. Wenn
moglich, sind mit den betreffenden Milchproben
(je Y, Liter) noch am gleichen Tage die in
§§ 51—56 besprochenen Versuche vorzunehmen
bezw. in Gang zu bringen. Die hergestellten
Verdiinnungen sind eventuell sogleich zum An-
setzen der Coliproben (§ 58) zu verwenden. Bei
genauen Untersuchungen sind Parallelversuche
selbstverstindlich unentbehrlich.

51. Schleuderproben. Fiir viele Zwecke
geniigt es, die umstéindlichen und doch
unzuldnglichen Keimzihlungen auf der
Platte durch die mikroskopische Betrach-
tung des Zentrifugen-Sedimentes zu er-
setzen. Besonders bei Priifung fehlerhafter
Milch erweist sich die Methode oft recht
niitzlich. Je 10 ccm der gut durchmischten,
auf 60—70° C erwiirmten Milch werden in
kleine, unten verengte Glischen (Abb. 31)
gefilllt und in einer einfachen Zentrifuge,
etwa nach Art der in Abb. 32 dargestellten,
ca. fiinf Minuten lang so rasch zentrifugiert,
dafl ein mehr oder minder reichlicher

—1

Abb. 31. Schleunder-
gldschen n. Tromms-
dorff. 1/, nat. Gr.

Abb, 32. Zentrifuge.
1/, natiirl. GroBe.
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kompakter Bodensatz niedergeschlagen wird, der beim
Ausgieflen der Milch fest im verengten Teil des Glases
haften bleibt. Niotigenfalls ist das Zentrifugieren zu wieder-
holen. Schmutzige Milch gibt ein grau- bis braungefirbtes
Sediment, der Siuerung nahestehende einen weifien Absatz
(von Kasein); zuweilen aber wird auch ein reichlicher, rahm-
gelber Niederschlag ausgeschieden, besonders dann, wenn
es sich um die Milch euterkranker Tiere handelt.

Nach Beseitigung der Milch wird ein wenig von dem
Sediment zu einem (am besten mit wisserigem Methylen-

a é c d

Abb. 38. Mikroskopisches Bild des Schleuder - Riickstandes
a) von keimarmer Milch, b) von gewihnlicher, an Milchsiure-Streptokokken
reicher Marktmilch, c¢) von verschmutzter Marktmilch mit viel Stiabchen-
Konglomeraten, d) von Mastitis-Milch mit viel Leukozyten und Mastitis-
Streptokokken. Vergr. 700-fach.

blau) gefirbten Ausstrichpriparat verarbeitet. Einige be-
sonders charakteristische Bilder sind in Abb. 33 wieder-
gegeben. Das gleichzeitige Vorkommen von viel Leukozyten
(sog. Eiterkorperchen) und Streptokokken (mit kreisrunden
oder scheibenférmigen Einzelgliedern) steht fast ausnahms-
los mit Mastitis (Euterentziindung) im Zusammenhange.
Dagegen kann auch bei vollig gesunden Tieren zeitweise
eine stark vermehrte Leukozyten-Abscheidung (viel rahm-
gelber Absatz im Glidschen, aber keine Streptokokken im
Priiparat) zur Beobachtung kommen, ohne dafi die Gesund-
heit des Tieres zu Bedenken Veranlassung gibe.
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Zur Anhiufung wenig zahlreicher Mastitis-Streptokokken kann
vom Sediment zundchst in gewshnliche oder mit 1/,—1°/, Koffein
versetzte Bouillon abgeimpft werden (Baruchello, Centralbl. f.
Bakt., I. Abt., Orig., 39, S. 569 - 573).

Zwecks sicherer Erkennung von Mastitis-Milch benutzen L.
Russell und Hastings (Experimental Dairy Bacteriology, 1909,
S. 122) folgenden Fibrin-Nachweis: Das getrocknete Ausstrich-
priparat wird fiinf Minuten mit Anilin-Gentianaviolett (bereitet
analog dem in § 35 erwihnten Anilin-Viktoriablau) gefarbt, dann
zwei Minuten mit Lugolscher Lisung behandelt, mittels Anilingl
entfirbt, mit Wasser abgespiilt, getrocknet und eingeschlossen. Fibrin-
Anwesenheit bedingt Vorhandensein dunkelpurpurfarbiger Fiden.

Literatur zu §§ 49-51: Die betr. Kapitel der auf S. 2 an
vierter und sechster Stelle aufgefiihrten Lehr- und Handbiicher,
speziell Lohnis, Handbuch der landw. Bakteriologie, 1910, S. 153
bis 170, 175—179. Die wichtige Streptokokken-Leukozyten-Frage
wurde sehr eingehend behandelt von W. Ernst, Monatshefte f.
prakt. Tierheilkunde, 20, 1909, 8. 414 ff., 21, 1909, S. 63 ff.

XII. Reduktase-, Katalase-, Koch- und Alkohol-Probe

52. Reduktase-Probe. Eine grofie Zahl von Farb-
stoffen (Methylenblau, Indigokarmin, Lackmus u. a.) kann
sowohl durch Milchbestandteile wie namentlich durch Bak-
terien derart reduziert werden, daf} farblose Substanzen
entstehen. Mit Methylenblau gefirbte Milch entfiarbt sich
im allgemeinen umso rascher, je keimreicher sie ist. Aller- -
dings ergeben sich Differenzen, insofern manche Bakterien-
arten stark, andere nur schwach reduzieren. Zu den letzteren
gehoren die Milchséure-Bakterien, die aber in der Milch im
allgemeinen nicht unerwiinscht sind. Gute Milch zeigt dem-
nach stets eine lange Reduktionszeit, schlechte eine kurze.
In Schweden und Dinemark wird die Reduktase- (oder
Reduktions-)Probe bereits in ausgedehntem Mafle zur Be-
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urteilung der Handelsmilch benutzt. Man ist hierbei zu
folgenden vier Gruppen gelangt:
Reduktionszeit: mehrals 6 St. 6—2St. 2—/, St. weniger als ¥/, St.
Qualitit: gut mittel schlecht sehr schlecht
Es sind entsprechende Priifungen (eventuell in Ver-
bindung mit Keimz#hlungen nach § 50) auszufithren. Grofie
Reagenzgliser (oder Giérgliser, s. § 55) werden mit je 40 ccm
Milch gefiillt; diese wird vermischt mit 1 ccm verdiinnter
Methylenblau-Losung (5 ccm konz. alkoh. Methylenblau und
195 ccm destill. Wasser) und im Wasserbade bei 38—40° C.
aufbewahrt.

53. Katalase-Probe. Wie von fast allen Bestandteilen
des tierischen und des pflanzlichen Organismus wird Wasser-
stoffsuperoxyd auch von der nicht erhitzten Milch und den
meisten der darin enthaltenen Bakterien zersetzt. Neben
einigen anderen, weniger wichtigen Arten, machen auch
hier wieder die Mllchsaurebakterxen eine Ausnahme, insofern
sie gar nicht oder nur wenig Sauerstoff abspalten. Sowohl
in der Milch wie in den Bakterien tritt ein als ,Katalase“
bezeichnetes Enzym in Tétigkeit. Versetzt man 15 ccm
Milch mit 5 ccm 1-proz. Wasserstoffsuperoxyd (erhalten
durch Vermischen von 1 Teil Perhydrol von Merck in
Darmstadt mit 29 Teilen destilliertem Wasser), so werden
normalerweise innerhalb von 2 Stunden bei Zimmertemperatur
(18—22° C.) nicht mehr als 2—3,5 ccm Sauerstoff entbunden.

Zum Auffangen des entweichenden Gases sind bereits eine
ganze Reihe von Apparaten empfohlen worden, die aber simtlich
noch nicht voll befriedigen. Zwei relativ einfache, handliche und
zuverldssige Einrichtungen sind in Abb. 34 und 35 dargestellt.
Der Apparat nach Henkel wird komplett fir 15—30 Proben von
Wagner und Munz in Miinchen, Carlstr. 43, geliefert. *Die in
meinem Laboratorinm benutzte Vorrichtung ist so konstruiert, dag
sie, nachdem einmal das Wasserniveau im unteren Teile auf O ein-
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gestellt ist, lange Zeit benutzt werden kann, ohne daf eine Korri-
gierung notig whre. Das mit Milch und H,0, gefiillte Glas (M)
wird eingeschoben, die beiden durchbohrten Gummi-
stopfen werden aufgesetzt und der eine bei K mit
einem kurzen Glasstab verschlossen. Will man
nach AbschluB des Versuches die Wassersdule im
graduierten Steigrohr fixieren, so schlieBt man in
entsprechender Weise bei W.

Kolostrum- und Mastitis-Milch liefert oft
6—10 ccm und mehr. Desgleichen wiichst die
0O-Abscheidung mit der Vermehrung der Milch-
keime bei der Aufbewahrung. Durch Hitze
sterilisierte Milch wirkt nicht katalytisch; p o> 2%
etwa eintretende Wasserstoffsuperoxyd-Zer- nach Henkel.
setzung zeigt an, dafl das Sterilisieren nicht ‘. natirl. Gr.
vollstindig war. Entsprechende Priifungen
sind anzustellen.

54. Koch- und Alkoholprobe. Beide
Proben vermitteln ein ungefihres Urteil iiber
den allgemeinen Zersetzungsgrad der Milch,
wihrend sich zum Siduregrad keine direkten
Beziehungen ergeben. Zur Alkoholprobe ist
neutraler 70-proz. Alkohol zu verwenden
(2 ccm zu 2 ccm Milech, im Reagenzglas
gemischt). Alkohol von 44°%/ gibt ungefihr
die gleichen Resultate wie die Kochprobe.
Gute Milch halt, wenn sie bei Temperaturen .. ..
unterhalb 12° C aufbewahrt wird, beide Katalase-Apparat
Proben 6 Tage und eventuell noch ldnger nach Lohnis und
aus. Das entsprechende Verhalten der , S::’:if:]e.r‘m‘
Milchproben, die zu den in §§ 50—53, so- '
wie 55 und 56 besprochenen Versuchen dienten, ist fest-
zustellen.
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XIII. Milch- und Lab-Girproben. Nachweis von
Fremdinfektionen

55. Mileh-Giérproben. 40 bis 60 ccm Milch werden
in (vorher im Trockenschrank zu sterilisierende) grofie Re-
agenz- oder besondere Gi#rproben-Gliser gefiillt und 12 bis
24 Stunden im Wasserbad von 40° C (eventuell unter Ver-
wendung des in Abb. 36 dargestellten oder eines &hnlichen
»Qtirapparates) aufbewahrt.

Die wichtigsten (der auf Tafel II. Abb. 1 z. T. wieder-
gegebenen) Gdrproben-Typen sind folgende:

1. Gute Milch bleibt
unveréndert.

2. Ein reiner Be-
stand an Milchséure-Bak-
terien bedingt gleich-
miflige, gallertige Ge-
rinnung (ohne Molken-
Abscheidung).

3. Griesige oder

Abb. 36. Girapparat. ca. '/, nat. GroBe. kisige Gerinnung wird

durch labproduzierende
Bakterien, z. T. in Gemeinschaft mit Siurebildnern hervor-
gerufen.

4. Je nach dem Gehalt an Kotbakterien (Coli, Aéro-
genes, Buttersiiure -Bakterien) wird eine mehr oder minder
starke Gasbildung (sog. ,Bléhung“) bemerklich.

5. Bei beginnender Euterentziindung wird oft ein rahm-
gelber Bodensatz sichtbar (vergl. § 51).

Naturgemify gibt es die verschiedenartigstén Misch-
und Ubergangs-Erscheinungen. Nach einiger Ubung ist
man jedoch bald in der Lage, auf Grund des Gérproben-
Ausfalles ein meist recht zutreffendes Urteil iiber die Be-



Tafel IT

1. Milchgarproben (§ 55).
a) gallertig, b) griesig, c) kisig, d) Blihung.

2. Labgdrproben (§ 56). a) glatt, ohne Liocher (8), b) fast.glatt,
aber ziemlich viel Locher (5), c) uneben, viel Locher (3),
d) unregelmiBig, schwammig (1), e) lose, zerrissen (0).
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schaffenheit der betreffenden Milchprobe zu fillen. Ge-
schmack und Geruch miissen selbstverstéindlich ebenfalls
genau gepriift werden. Zu beachten ist, dafi keimarme
Milch nicht selten Blihungen gibt. Die Beriicksichtigung
der Reduktionsprobe (§ 52) schiitzt in solchen Fillen vor
Trugschliissen.

Die von O. Jensen empfohlene Kombination von Reduktions-
und Girprobe (in einem Glas) hat sich nicht sonderlich be-
wilhrt; der Farbenzusatz wirkt mitunter sehr storend auf den Aus-
fall der Gérprobe ein.

Der sehr schlechte Nachgeschmack, den die Gaérproben-Milch
oft hinterlift, wird durch Perhydrol-Mundwasser rasch zerstort.
Spiilungen hiermit verhiiten auch etwaige Infektionen durch zu-
fillig anwesende pathogene Keime.

56. Lab-Giirproben. Wird die Milch vor dem Einsetzen
in das Wasserbad mit einer passenden Menge Lab versetzt
(z. B. pro Glas 2 ccm einer Auflésung von 1 Hansenschen
Labtablette in 500 ccm Wasser), so erhidlt man nach
12 Stunden bei 40° C ein mehr oder minder gut ausge-
bildetes Kischen, das sowohl nach seinem Aufieren wie
nach der Beschaffenheit auf dem Durchschnitt (speziell:
Lochbildung) ebenfalls wichtige Schliisse zu ziehen gestattet,
die das Milch-Gérproben-Ergebnis in erwiinschter Weise er-
ginzen. Abb. 2 auf Tafel II gibt die markantesten Lab-
Giirproben-Bilder wieder.

Die in Klammern beigefiigten Zahlen entsprechen der Punkt-
Bewertung, wie sie auf den Frischmilch-Wettbewerben der ,Deut-
schen Landwirtschafts- Gesellschaft* iiblich ist. Milch- und Lab-
girproben liefern bei diesen Konkurrenzen im Verein mit Koch- und
Alkoholprobe die wichtigsten Grandlagen zur Urteilsbildung.

Literatur: Herz, Jahrb. d. Deutsch. Landw.-Gesellsch., 22,
1907, S.577; Lohnis, Milchatg., 37, 1908, S. 484.
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57. Nachweis von Fremdinfektionen. Beim Auftreten
von durch Mikroorganismen hervorgerufenen Milchfehlern?)
sind die Gérproben zur Ermittlung des Infektionsherdes von
grofiter Bedeutung. Von allen Stellen, an denen eine In-
fektion moglich ist, d. h. vom Euter bis zum Transportge-
fifl sind Milchproben in genau bezeichneten, sterilisierten
Glédsern aufzufangen und bei geeigneter Temperatur (also
bei derjenigen, bei der die betreffende Anderung der Milch
besonders deutlich wird, keineswegs immer bei 38—40° C!)
aufzubewahren. Nach spiitestens 12 Stunden kennt man die
Infektionsstelle, und damit sind in der Regel die anwend-
baren Bekémpfungsmafiregeln ohne weiteres gegeben. Ein-
gehende mikroskopische und speziell bakteriologische Unter-
suchungen der von andern Orten eingesandten Milchproben
pflegen dagegen keine den Praktiker befriedigende Antwort
zu geben.

Es ist das Verhalten von mit geringen Mengen Erde,
Kot, Stroh, Heu, Wasser usw. versetzter, bei verschiedenen
Wirmegraden aufbewahrter Milch genau zu verfolgen.
Ebenso kann der Einflul der Bakterien in der Stalluft in
der Weise demonstriert werden, dafl man entweder sterili-
sierte Milch in Schalen einige Zeit im Stall offen, eventuell
unter Zugabe einiger Fliegen, stehen lifit, oder dafi man
ein grofieres Luftquantum durch sterilisierte im Reagenz-
glas befindliche Milch hindurchsaugt. Wenn méglich, sind
aus einem milchwirtschaftlichen Betriebe von den ver-
schiedenen Stellen (Euter, Melkeimer, Filter, Sammelgefif3,
Kiihler, Transportgefif} usw.) Proben aseptisch zu entnehmen
und einer vergleichenden Untersuchung zu unterziehen.

1) Die Ubertragbarkeit des ,Milchfehlers“ muf selbstverstind-
lich zundchst (durch Impfen sterilisierter und anderer, nicht er-
hitzter, aber sicher fehlerfreier Milch) festgestellt werden.
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XIV. Bact. coli und Bact. aérogenes
(Aérobacter-Gruppe).

58. Coli-Proben. Die in der Regel auf Kot-Beimengung
zuriickzufilhrende Anwesenheit der fast immer stark gas-
bildenden, auf Geruch und Geschmack der Milch meist sehr
ungiinstig einwirkenden Darm-Milchsiurebakterien (Bact.
coli und Bact. aérogenes) kann vor allem in der Gérprobe
(8§ 55, 56) an der stiirmischen ,Blihung“ erkannt werden.
Soll die Zahl dieser Keime anndhernd bestimmt werden,
so sind entsprechende Verdiinnungen in Asculin - Bouillon
(§ 49) einzutragen und festzustellen, bis zu welcher Ver-
diinnung noch Schwarzfirbung der Losung (bei 38—40° C)
eintritt. Wurden gleichzeitig Zihlplatten angelegt, so kann
angegeben werden, wieviel Prozent des gesamten Keim-
gehaltes auf diese Kotbakterien entfallen.

AuBer Bact. coli scheinen nur noch einige, in Milch kaum vor-
kommende Spro8- und Schimmelpilze die Asculin-Bouillon schwarz
zu férben. Andrerseits geben allerdings nicht simtliche Coli-Stéimme
diese Reaktion, so daB die Zahl auch aus diesem Grunde nicht als
villig zutreffend angesehen werden kann.

Handelt es sich darum, Wasser zweifelhafter Be-
schaffenheit auf Coli-Bakterien zu priifen, so kann man auch
bestimmte Mengen hiervon in Milchzucker-Bouillon (§ 49)
eintragen, und eventuell, falls bei 38° C Gérung eintritt,
eine nidhere mikroskopische und kulturelle Priifung an-
schliefien.

59. Isolierung von Bact. coli und Baect. aérogenes.
Von einer in der Girprobe kriftig blihenden (notigenfalls
vorher mit einer geringen Kot-Menge versetzten) Milch wird
in Milchzucker-Bouillon iibergeimpft; sobald hierin (bei 38° C)
lebhafte Gasentwicklung eingetreten ist, werden Gu3kulturen

angelegt. Meist sind dann auf Fleischgelatine-Platten die
Léhnis, Prakt.ikum. 6
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nicht verfliissigenden, vorwiegend kreisrunden porzellan-
weiflen Kolonien des unbeweglichen Aérogenes und die
ebenfalls nicht verfliissigenden, aber (besonders bei vorge-
riickter Entwicklung) mehr blattartigen, héutigen Ansamm-
lungen des Bact. coli unschwer zu erkennen. Um die Gas-
bildner sicher herauszufinden, kann man auch zunichst
Molken-Agar impfen, und wenn dieses in der Schale er-
starrt ist, ein zweites Gldschen Agar zur Bildung einer
Deckschicht dariiber ausgiefien. Durch Gasblasen machen
sich die gesuchten Kolonien bemerklich. Die Zahl der
Varietiten in der Aérobacter-Gruppe ist sehr bedeutend.
Namentlich zeigen auch Art und Intensitit der Gasproduktion
starke Abweichungen. ’

Die isolierten Stimme sind auf den Standard-Néhrbsden
. (§4) sowie auf Milchzucker- und Asculin-Bouillon kulturell
und mikroskopisch zu priifen. In Molken-Gelatine ist eine
Schiittelkultur anzulegen (vergl. Abb. 26, S. 50). Unter Be-
nutzung eines oder mehrerer der in § 32 angegebenen
Apparate sind Girversuche anzustellen.

XYV. Milchsiure-Bakterien

60. Ziichtung von Milchsiiure-Bakterien (Kreideagar).
Drei Petrischalen sowie ein mit gepulverter Kreide halb
gefiilltes Reagenzglas sind im Trockenschrank zu sterilisieren.
Etwas gleichmiflig gallertig geronnene Milch und drei
Glischen Molken-Agar sind zurechtzustellen. Dann werden
GuBkulturen in bekannter Weise (§§ 21 und 34) angelegt,
nachdem man vor dem Eingieflen des Agars in jede Schale
ein kleines Quantum Kreide eingeschiittet hat (etwa /;, ccm;
jedenfalls nur so viel, dafl das Agar gleichmiflig getriibt,
nicht direkt weifl erscheint). Die Kreide ist mit dem
fliissigen Agar durch Hin- und Herneigen gleichmifiig zu
vermischen; die Platten werden (umgekehrt mit Glyzerin-



Tafel 1IT

. Kreideagar mit Kolonien von Milchsdure-Bakterien (§ 60).

2. Klatschprdparat von schottischem Cheddarkise (§ 79). Vergr.

600-fach.
. Klatschprdparat von Gervaiskdse (§ 79). Vergr. 600-fach.
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Papier) bei 38° C aufbewahrt. Die siurebildenden Kolonien
losen die in ihrer Nihe befindliche Kreide; sie kénnen an
dem klaren Hof in dem getriibten Agar ohne weiteres er-
kannt werden (vergl. Tafel III, Abb. 1).

Kreidenihrboden benutzte zuerst Beijerinck (Centralbl. f.
Bakt., 9, 1891, S. 781).

Die entstandenen Kolonien sind genau, auch hinsichtlich
der Gestalt der darin vorhandenen Organismen zu priifen
und eine oder mehrere Abimpfungen sowohl auf den Standard-
Nahrboden wie auf den Molken- und Milchzucker-Nihrbéden
fortzuziichten (§§ 4 und 49). Reinkulturen miissen in kurzen
Zwischenrdumen (1 bis 2 Wochen) iibergeimpft werden;
andernfalls degenerieren sie leicht oder sterben iiberhaupt ab.

Ausstrichpriparate aus geronnener Milch liefern, nach Be-
handlung mit Alkohol und Ather (zur Fettlosung) in der gewshn-
lichen Weise mit Anilinfarben gefirbt, meist ein wenig klares Bild,
weil der geronnene Kiisestoff ebenfalls dunkel tingiert erscheint.
Kurze Behandlung mit wisserigem Methylenblau gibt hierbei ver-
hiltnisméBig noch die besten Resultate. Am wenigsten storend
wirken die Niederschlige dann, wenn man das Priparat fiinf Minuten
in ein Schilchen legt, das 5 ccm Chloroform und 1 ccm konz.
alkohol. Methylenblau enthilt, dann das Chloroform ablaufen li8t,
mit Wasser abspiilt, trocknet und einschlieBt (vergl. Utz, Centralbl.
f. Bakt., IL. Abt, 11, S. 611).

61. Bestimmung der Milchsiure-Bakterien. Die Zahl
der angeblich verschiedenen Arten von Milchsiure-Bakterien
ist sehr bedeutend. Tatsiichlich handelt es sich aber hier-
bei meist um einander sehr nahestehende Formen, die
hochstens als Varietéiten, nicht als getrennte Spezies gelten
konnen. Die iiberwiegende Menrzahl aller bisher bekannt
gewordenen Milchsiure- Bakterien kann in folgenden vier
Gruppen untergebracht werden. :

1. Darm- Milchsdure-Bakterien: Ziemlich grofie
Kurzstibchen; wachsen aérob besser als anaérob, ihr Tempe-

6* :
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ratur-Optimum liegt meist bei 35—40°. Die hiufigste Form
wird gewdhnlich als B. aérogenes bezeichnet; die zuerst ein-
gehend untersuchte, hierher gehorige Varietdt ist B. acidé
lactici Hueppe.

2. Milchsiure-Streptokokken: In Milch gewshnlich
in Diplo- oder Streptokokken-Form (vergl. Abb. 33 b, S. 74),
auf Fleischnéhrboden oft auch Kurzstibchen-Form annehmend;;
wachsen in der Regel anaérob besser als aérob, das Tempe-
ratur-Optimum pflegt bei 256—30° C zu liegen. Die héufigste
Form ist der Streptococcus lactis, frither auch als Bact.
lactis Lister, Bact. Giintheri Lehm. et Neum., Bact.
lactis acidi Leichmann u. a. bezeichnet.

3. Laktobazillen: Mehr oder minder lange, schlanke

_ bis fadenformige Stibchen, wachsen anagrob besser als aérob,
das Temperatur-Optimum pflegt bei 40—45° C zu liegen.
Diese Formen sind am hiufigsten in fermentierter Milch
(Jaourt usw.) und in Kise. Sie werden als Bact. caucasicum
oder B. casei bezeichnet.

4. Milchsiure-Mikrokokken: Kreisrunde, einzeln
oder in Haufen (nicht in Ketten) liegende Zellen; wachsen
besser aérob als anaérob, das Temperatur-Optimum pflegt
bei und unterhalb 20° C zu liegen. Die haufigsten Formen
werden, wenn sie die Gelatine verfliissigen, als Micr. acidi
lactis, wenn sie nicht verfliissigen, als M. lactis acidi be-
zeichnet.

Nach dem Anuftreten oder Ausbleiben der Gasbildung, Gelatine-
Verfliissigung und Farbstoffbildung kinnen verschiedene Typen
ausgesondert werden (vergl. die Bestimmungs-Tabelle im Anhang I),
die aber durch Ubergiinge verbunden sind. Wegen der ersten Gruppe
vergl. Kap. XIV. Mit den Laktobazillen, die aus gewdhnlicher
Marktmileh nur mit Hilfe geeigneter Anh#dufungs-Methoden leicht
zu isolieren sind, werden wir uns in den Kap. XVIII und XXIIIL
niher zu beschéftigen haben. Milchsdure-Mikrokokken sind dann
ziemlich hiufig in Milch anzutreffen, wenn diese lingere Zeit (8 bis
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14 Tage) bei niedriger Temperatur (2—5° C) gehalten wurde, ebenso
sind sie in der (kalt aufbewahrten) Butter ziemlich h#ufig, vergl.
Kap. XX. In der bei Zimmertemperatur normal gerinnenden Milch
herrschen dagegen die Milchséure- Streptokokken regelmiBig bei
weitem vor.

Im Gegensatz zu den Mikrokokken und den der Aérobacter-
Gruppe angehdrenden Formen bezeichnet man die Milchsédure-
Streptokokken und die Laktobazillen gemeinsam als ,echte Milch-
siure-Bakterien. Selten und praktisch unwichtig sind einige ebenfalls
zur Milchséure-Bildung befihigte sporenbildende Bakterien und
Vibrionen. Dagegen konnen sich milchséure-produzierende Spro8-
‘pilze an der Rahmreifung beteiligen (vergl. § 75).

Literatur: Lohnis, Centralbl. f. Bakt., II. Abt, 18, S. 97
bis 149 (Zusammenstellung der bis 1907 beschriebenen Formen und
Aufstellung der Gruppen-Diagnosen), ebenda 22, 8. 553 f. und Hand-
buch der landw. Bakteriologie, 1910, S. 192—202.

XVI. Labproduzierende Bakterien. Kasein-Ldsung

62. Produktion von Séure, Lab und proteolytischem
Enzym. Nicht wenige der verschiedenen Formen von
Milchs#ure-Bakterien produzieren neben Séure mehr oder
minder grofle Mengen Lab. Besonders unter den Mikro-
kokken sind die (von Gorini) als Sidure- Lab- Bakterien be-
zeichneten Organismen h#dufig. Aber auch Streptokokken,
weifle und pigmentbildende Kurzstibchen, sowie sporen-
bildende Bazillen kénnen die gleiche Doppelwirkung auf
Milch ausiiben. Die Siurebestimmung in den Milchkulturen
gibt die entsprechende Auskunft.

Fast immer folgt der Labwirkung eine mehr oder
minder lebhafte Auflssung des Coagulums. Diese kann
auch allein in die Erscheinung treten. Desgleichen gehen
Gelatine-Verfliissigung und Kasein-Losung zwar oft, aber
nicht immer Hand in Hand.
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63. Kultur auf Milchagar. Man vermischt 100 ccm
Leitungswasser (ohne alle Zusitze) mit 39, Agar, fiillt
(nach dem Losen und Filtrieren) jedesmal 4—5 ccm in einige
Reagenzgliser und sterilisiert. Man bringt einige Glischen
mit dem geschmolzenen Agar und die gleiche Zahl Milch-
Rohrchen auf eine Temperatur von 50° C und entleert je
ein Milch- und eines der Agar-Glidser in eine vorher eben-
falls angewirmte, sterile Petrischale, in der man durch
Hin- und Herneigen fiir eine gleichmiflige Verteilung von
Milch und Agar sorgt?).

Nach dem Festwerden stellt man die Milchagar-Platten
einige Tage (zum Abtrocknen) in den Thermostaten (von
380 C). Zieht man dann auf das so hergestellte Substrat
Striche von Reinkulturen — eventuell von zwei verschiedenen
Arten iibers Kreuz (zwecks Feststellung von Symbiose oder
Antagonismus, vergl. § 45) — so konnen die in der Nihe
des Striches auftretenden weiflen Niederschlige sowohl auf
Séiure- wie auf Lab-Wirkung zuriickzufilhren sein. Be-
tupfen mit Sodaldsung bringt jene zum Verschwinden, diese
nicht. Proteolytisch wirkende Enzyme lassen eine klare
Zone entstehen.

Setzt man in dhnlicher Weise dem (salzhaltigen) Fleisch-
Agar beim Plattengielen Milch, aber nur in Mengen von
ca. 109/, zu, so rufen auch sidurebildende Bakterien eine
teilweise Aufhellung hervor. Wenig Siure macht das Kasein
in Kochsalz 16slich, viel Sédure bringt es wieder zum Aus-
fallen; in jungen Kisen spielt dieser Vorgang eine wichtige
Rolle. Ein Strich von Streptoc. lactis ist deshalb auf der
Milch-Fleisch- Agarplatte von einer auflen hellen, innen
opaken Zone umgeben, und die proteolytisch wirkenden

1) Milch und Agar konnen nicht zusammen sterilisiert werden;
die Milch wiirde dabei-in groben Flocken gerinnen.
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Sidure-Lab-Bakterien zeigen zwei, durch eine opake Grenz-
schicht getrennte Aufhellungen.

Die eigentliche Labwirkung kommt infolge der starken Ver-
diinnung der Milch auf dieser Art von Milchagar-Platten nicht oder
nur wenig zum Ausdruck.

Literatur: Hastings, Centralbl. f. Bakt., IL. Abt., 12,
S. 590 ff. (Photogramme), Van der Leck, ebenda 17, S. 368 ff.

64. Kultur auf Kasein. In Milchkulturen von Milchsiure-
bakterien, die vier bis sechs Wochen (durch Gummikappen vor
Verdunstung geschiitzt! vergl. § 14) bei 38° C gestanden haben,
pflegen sémtliche Keime abgestorben zu sein (Kontrolle durch Ab-
impfung). Sie kionnen zur Priifung siurezehrender und proteolytisch
wirkender Formen benutzt werden. Man kann auch durch Lab oder
durch S#ure ausgefiillten Kisestoff (im letzteren Falle nach mehr oder
minder vollstindiger Entfernung der S#ure durch Auswaschen mit
destilliertem Wasser) sterilisieren und entweder allein oder nach
Zugabe von wenig Fleischextrakt und (oder) Traubenzucker mit den
betreffenden Kulturen impfen.

Literatur: Hiippe, Methoden der Bakterien-Forschung,
5. Aufl., 1891, 8. 389; Grimm, Centralbl. f. Bakt., I1. Abt., 8, S. 588.

XVII. Aromaproduktion. Schleimbildung

65. Aroma-Bakterien. Eine ziemlich grofie Zahl ver-
schiedener Spezies kann mitunter zum Auftreten eines an-
genehm obstartigen Aromas in Milch Veranlassung geben.
Die betreffenden Reinkulturen pflegen jedoch diese Eigen-
schaft nicht lange beizubebalten; oft tritt statt dessen die
Produktion von unangenehm (faulig, urinartig) riechenden
Substanzen mehr oder minder deutlich zutage. Praktisch
(fiir die Rahm-" und Kisereifung) sind jedenfalls auf Geruch
und Geschmack giinstig einwirkende Rassen von Milch-
séure-Streptokokken, Laktobazillen und eventuell von Hefen
weit wichtiger als die sog. spezifischen Aromabakterien,



88 B. Molkerei-Bakteriologie

Nach Van der Leck (Centralbl. f. Bakt., IT. Abt., 17, 8. 650)
kann man diese in der Weise anhdufen, da man gewdhnliche,
keimreiche Marktmilch im Erlenmeyer-Kolben auf 30° C erwirmt,
mit 0,019, Lab vermischt, in Petrischalen (1 ¢m Schichthéhe)
ausgieBt und, nachdem bei 30° C Koagulation eingetreten ist,
bei 23°C aufbewahrt. Sobald der Obstgeruch deutlich wird (meist
nach 24 Stdn.) werden Molken-Gelatine-Platten gegossen. In
der Regel handelt es sich um schwach oder nicht siéuernde,
nicht gasbildende Parallelformen zu B. aérogenes und coli. Doch
konnen auch Mikrokokken, Fluoreszenten, Sporenbildner u. a. be-
teiligt sein.

66. Schleimbildung. Die Mehrzahl der existierenden
Schleimbildner steht in nahen verwandtschaftlichen Be-
ziehungen zu den Milchsiurebakterien. Doch gibt es auch
unter den Sporenbildnern kriftige Schleimproduzenten;
ebenso sind solche Rassen von Oidium lactis nicht allzu
selten. Gelegentlich kann diese Eigenschaft lingere oder
kiirzere Zeit bei Vertretern aller vier Gruppen von Milch-
siiure-Bakterien hervortreten (Verschleimen der Siure-
wecker!). Indessen pflegt die Befihigung zur Schleim-Er-
zeugung meist wenig bestindig zu sein; relativ am kon-
stantesten erwiesen sich gewisse Mikrokokken (z. B. M.
pituitoparus Hohl). Lingere Aufbewahrung der Milch bei
niedrigen Temperaturen scheint die Schleimbildner in der
Entwicklung zu begiinstigen. Ziemlich sicher kann man
solche Formen anhéufen, wenn man Milch mit 59/, Chlor-
calcium versetzt, mit ein wenig Erde, Stallschmutz und
dergl. infiziert und bei 5—15° C 4—8 Tage kultiviert.

67. Kapselfirbung. Bei schleimbildenden Bakterien ist der
Unterschied in den GriBenverhiltnissen der ungefirbten und der
gefirbten Zellen (vergl. § 26) oft besonders groB infolge der Aus-
bildung einer bei der gewshnlichen Firbungsmethode nicht mit
tingierten, mehr oder minder zéhen Schleimhiille (Kapsel). Diese
kann man (nach Johne) folgendermaBen sichtbar machen:
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1. Das fixierte Ausstrichpriiparat wird mit 2-proz. wisseriger
Gentianaviolett-Losung bis zur Dampfentwicklung erwirmt.

2. Nach Abspiilen mit Wasser wird mit 2-proz. Essigsiure
6—10 Sekunden benetzt und mit Wasser abgespiilt.

3. Das Priparat ist in Wasser zu betrachten; Canadabalsam
bringt die Kapseln gewdhnlich zum Verschwinden.

XVIII. Fermentierte Milch')

68. Organismen-Bestand. Wihrend in der gewdhn-
lichen, bei ca. 20°C entstehenden Sauermilch die Milch-
siure-Streptokokken weitaus vorherrschen, sind die ver-
schiedenen, besonders im Orient sehr verbreiteten, bei

a & e d

Abb. 37. Fermentierte Milchsorten. Vergr. 700-fach.
a) Kefir, b) Jaourt, ¢) Mazun, d) Kumi8.

30—45° C bereiteten fermentierten Milchsorten (Kumify,
Jaourt, Mazun, Dadhi usw.) besonders reich an Lakiobazillen
und ziemlich reich an Hefen (Abb. 37). Nur in dem bei
etwa 200 C hergestellten Kefir treten die Laktobazillen
(mitunter bis zum volligen Verschwinden) zuriick. Neben

1) Bei regulirer Durchfithrung der Ubungen diirfte der nach
§ 49 hergestellte Vorrat an Nahrboden ziemlich erschopft sein. Es
sind fiir die weiteren Untersuchungen (etwa bis Kap. XXIII) bereit-
zustellen: je 30 Gldschen Fleischgelatine, Fleischagar, Molkengelatine
und Molkenagar, je 15 Gldschen Traubenzucker-Agar, Bouillon,
Milchzucker-Bouillon und Kartoffeln.
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Streptokokken und Hefen sind hier einige séureproduzierende
Sporenbildner aktiv. Wegen Gewinnung moglichst klarer
Ausstrichpriparate vergl. § 60.

Literatur betr. Kumif: Rubinsky, Centralbl. f. Bakt.,
II. Abt., 28, S. 161—219; Jaourt: Kuntze, ebenda, 21, S. 737 bis
768; Masun: Diiggeli, ebenda, 15, S. 594 ff., Weigmann, Th.
Gruber und HuB, ebenda, 19, S. 70—87; Dadhi: Chatterjee,
Centralbl. f. Bakt., I. Abt., Orig., 38, S. 103—112; Kefir:
Beijerinck, Archives néerlandaises, 22, S. 428ff., Adametz,
Osterr. Monatsschr. f. Tierheilkde., 15, S. 72f., v. Freudenreich,
Centralbl. f. Bakt.,, II. Abt., 8, S. 47, 87, 185, Kuntze, ebenda,
24, S. 101—122.

69. Ziichtung der Laktobazillen. Auf den Fleisch-
Nihrboden und auf der Kartoffel pflegt das Wachstum sehr
gering zu sein oder giinzlich auszubleiben. Verhiltnis-
miflig kriftig ist es dagegen auf mit Milch und Molken
hergestellten Substraten. Die hierher gehtrigen Formen
vertragen relativ viel Siure (sog. acidophile Bakterien). Zur
Anhdufung wurde demgem#fi mwit !/, bis 1%/, Essigsture
versetzte Bouillon empfohlen. Besser wirken Milch oder
Molken, denen 1%, Pepton oder 6—89/, Hefeextrakt zu-
gesetzt wurden. Dieses bereitet man (nach Rubinskys
Vorschlag) folgendermafien: 100 g Preflhefe werden mit
100 ccm Wasser zu einem gleichmifligen Brei verriihrt und
(zur Verhinderung des Uberlaufens) in einem geriumigen
Becherglase !/, bis 1 Stunde im Dampftopf erhitzt, dann
2—3mal durch Papier filtriert. Das gewonnene Filtrat
kann in einem kleinen Kolben sterilisiert und vorriitig ge-
halten werden. Der in Reagenzglisern befindlichen Milch
oder Molke setzt man !/, ccm Hefeextrakt zu. Hefeextrakt-
Molke ist fiir die mikroskopische Priifung vorzuziehen.
Durch 2—3maliges Uberimpfen kann man die Laktobazillen
aus Marktmilch, Sauerkraut, Sauerfutter, Diinger, Erde usw,
bei 40° C anh#ufen.
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In den Guflikulturen (bei 38—40° C) erscheinen die
meist erst nach 3—4 Tagen sichtbar werdenden Kolonien
teils von derselben Form und Grofle wie diejenigen der
Milchs#éure-Streptokokken, teils bilden sich stark verzweigte,
wie kleine Haarknduel aussehende Ansammlungen. Bei
Zimmertemperatur bleibt meist jedes Wachstum aus. Kreide
wird, wie von den Streptokokken, gelost. Die Siureproduk-
tion verlduft in der Regel langsamer als bei diesen, doch
pflegt die schlieilich vorhandene Siuremenge wesentlich
groBler zu sein. Entsprechende Versuche sind auszufiihren.

70. Ziichtung von Milchhefen. Die Kolonien der
Hefen aus fermentierter Milch sind in den Gufikulturen
ohne weiteres zu erkennen (sehr grobe Granulierung).
Schwieriger ist der Nachweis der in Marktmilch fast regel-
mifBig, aber meist nur in geringer Zahl vorhandenen Hefe-
zellen. Um diese anzuhéufen, kann man (nach Troili-
Petersson) die Milch mit 29/, einer 3-proz. Wasserstoff-
Superoxydlosung (um das 10-fache verdiinntes Perhydrol) ver-
setzen und bei 37° C kultivieren. Siuerung unterbleibt,
statt dessen tritt (beim Vorhandensein der gesuchten Orga-
nismen) Hefengeruch und Girung, oft auch Kisestofflosung
hervor. Die definitive Isolierung der Hefen macht zuweilen
Miihe; besonders die schlanken Laktobazillen bleiben leicht
an den relativ grofien Hefezellen haften, so daf} iiberwiegend
Mischkolonien entstehen. Die Ein-Zell-Kultur (§ 48) kann
auch in diesem Falle mit Nutzen Verwendung finden.
Vergl. auch § 85.

Die gewthnlich zum Alkohol-Nachweis benutzte Jodoform-
Reaktion wird derart ausgefiihrt, daB man bei neutraler Reaktion
Alkohol, Aldehyde, Aceton usw. abdestilliert, dem schwach er-
wirmten Destillat (ca. 5 ccm) 5—6 Tropfen 10-proz. wisserige
Kalilauge und tropfenweise Jod-Jodkalium-Losung zufiigt, bis
Braunfirbung eintritt. Diese bringt man durch einen Tropfen

'
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Kalilauge zum Verschwinden. Die drei genannten Substanzen ver-
anlassen Jodoformgeruch und Abscheidung sechseckiger Jodoform-
Tifelchen (Priifung bei schwacher VergroBerung). Schon infolge
des Sterilisierens im Dampf kann die Milch Jodoform-Reaktion
geben. Kontroll-Versuche sind ntig.

XIX. Erhitzte Milch. Anaérobe Milchbakterien

71. Peroxydasen-Reaktion. Zum Nachweis der bei
ca. 800 C erfolgenden Zerstérung der Oxydasen und Per-
‘oxydasen in Milch wurden zahlreiche Reaktionen in Vor-
schlag gebracht. Am besten bewihrte sich die von Rothen-
fuler angegebene Modifikation der Storchschen Probe.
Die zu priifende Milch oder besser das daraus durch Féllung
mit Bleiessig (100 ccm Milch + 6 ccm Bleiessig) gewonnene
Serum wird versetzt mit einer Para-Phenylendiamin-Guajakol-
Mischung, die in folgender Weise hergestellt wird: Man
16st 1 g Para-Phenylendiamin-Chlorhydrat in 15 ccm destill.
‘Wasser und fiigt dazu eine Losung von 2 g kristallisiertem
Guajakol in 135 ccm 96-proz. Alkohol (in dunkelbrauner
oder schwarzer Flasche aufzubewahren).

Literatur: RothenfuBer, Zeitschr. f Unters. d. Nahrungs-
und GenuBmittel, 16, 1908, S. 63—74, Milchw. Centralbl,, 6, 1910,
S. 468; A. Hesse und Kooper, Milchw. Centralbl.,, 6, 1910
S. 412—420.

72. Keimgehalt erhitzter Milch. Der nicht selten
recht bedeutende Keimgehalt der pasteurisierten und der
sog. nsterilisierten“ Milch des Handels kann mit Hilfe der
Katalase-Probe meist rasch nachgewiesen werden (vergl.
§ 53). Es ist jedoch zu beachten, dafl nicht katalytisch
wirkende Organismen (z. B. Buttersiure-Bakterien) eventuell
zu THuschungen Veranlassung geben konnen.

Die Garproben (§ 55) werden ebenfalls zweckmifig
in etwas modifizierter Form zur Priifung erhitzter Milch
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verwendet, speziell auch zur Ermittlung der Art der iiber-
lebenden Keime. Die am besten in kleinen Flaschen mit
Biigelverschlufl befindliche Milch wird, damit sicher koch-
feste Sporen vorhanden sind, mit ein wenig Erde versetzt
und die eine Flasche 5—10 Minuten bei 70—80° C, die
andere 5—10 Minuten bei 100° C pasteurisiert. Nach kurzer
Aufbewahrung im Brutschrank (bei 38° C) pflegt die erste
Probe lebhafte Buttersiure-Girung zu zeigen, wihrend in
der zweiten meist die sog. ,peptonisierenden“ (kisestoff-
16senden) Bakterien vorherrschen.

73. Ziichtung der Milch-Anagéroben. Aérobe Guf3-
kulturen der Girproben erhitzter Milch ergeben verschiedene
Formen der Subtilis- und der Meseatericus-Gruppe. Das
gefirbte Ausstrichpriparat lifit aber aufierdem in der Regel
verschiedene interessante Formen erkennen, die nur bei
anaérober Ziichtung zur Entwicklung kommen. Unter Be-
riicksichtigung des in §§ 41—43 Gesagten ist die Anaéroben-
Kultur unter Verwendung von Fleisch- und Molken-Néhr-
béden durchzufithren. Wegen der Identifizierung der obligaten
Anaéroben s. Anhang I (Bazillus). Der unbewegliche Butter-
siiure-Bazillus sowie B. putrificus pflegen verhiltnismiflig
noch am hiiufigsten zu sein. Sie stammen aus dem Diinger,
werden aber auch von hier aus in die Stalluft iibertragen,
in der sie (durch Aufstellen von Milchschalen) leicht nach-
gewiesen werden konnen.

Pasteurisiert man gewthnliche Marktmilch (ohne Erdzusatz)
in der oben angegebenen Weise, und iibertriigt man davon (unter
AusschluB von Fremdinfektionen) bestimmte Mengen /,00, Y100 1,
5 ccm) in sterilisierte Milch, die man unter LuftabschluB auf-
bewahrt, so kann man sich ein annihernd richtiges Urteil iiber
die (in sauberer Milch meist nur kleine) Zahl der vorhandenen
Anagroben verschaffen.
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XX. Keimgehalt der Butter

74. Butter-Ausstrichpriiparate. Verschieden alte, Siif3-
und Sauerrahm -Butter wird in Mengen von je ca. 1 g in
kleinen Bechergliisern oder Schilchen mit wenig (ca. 25 ccm)
60—70° C warmem Wasser griindlich vermischt. Aus der
Emulsion wird durch Zentrifugieren (nach § 51) das bakterien-
haltige Sediment gewonnen, das zu gefirbten Ausstrich-
priparaten zu verarbeiten ist.

Der Nachweis der in Butter nicht allzu seltenen, wegen ihrer
verwandtschaftlichen Beziehungen zu den Tuberkelbazillen beachtens-
werten sog. ,sdurefesten Bakterien wird derart gefiihrt, da man
das fixierte Ausstrichpriparat fast genau nach der im § 36 an-
gegebenen Sporen-Firbungs-Methode behandelt, die man nur dahin
modifiziert, daB man die Behandlung mit dem erwérmten Karbol-
fuchsin auf zwei Minuten abkiirzt. Die etwa vorhandenen (gegen
die Entfiarbung durch Séure-Alkohol in gleicher Weise wie die
Tuberkelbazillen widerstandsfihigen) ,sdurefesten“ Butterbakterien
erscheinen dann als rote Stibchen neben den anderen blaugefirbten
Zellen.

75. Keimgehalt der Butter. In frischer Butter sind
meist zwischen 2 und 40 Millionen Keime pro Gramm gezihlt
worden. Siiirahm-Butter pflegt in den ersten Tagen und
Wochen der Aufbewahrung eine Keimvermehrung erkennen
zu lassen; weiterhin tritt hier, wie bei der Sauerrahm-Butter
von vornherein ein Riickgang ein. Sehr alte Butter ent-
hélt in der Regel nur einige hundert Keime. Manche
Buttersorten sind sehr reich an Sprofipilzen.

Unter Beriicksichtigung der Qualitit der zu unter-
suchenden Proben sind Verdiinnungen und Gufikulturen
analog den in § 50 enthaltenen Angaben anzufertigen.
Das zur Verdiinnung dienende Wasser wird vorher auf
40° C angewiirmt, sodafl die Butter (zur I Verdiinnurg je
1 g) leicht darin emulgiert werden kann.
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Fiir das sterile Abwdgen von Butter, Kiise und #hnlichen
Substanzen sterilisiert man (im Trockenschrank) in einer
Petrischale eine gréfiere Zahl Filtrierpapierscheiben von
9 cm Durchmesser, in einer zweiten solche von 7 cm Durch-
messer. Auf die Wagschale wird mittels sterilisierter Pinzette
erst die groflere, dann die kleinere Papierscheibe aufgelegt
und (nach dem Tarieren) die letztere als Unterlage fiir die
zu wigende Substanz benutzt, die man mit einem sterili-
sierten Messer, Loffel oder dergl. entnimmt. Zusammen
mit der kleineren Papierscheibe wird dann das Material in
das I. Verdiinnungs-Glédschen gebracht.

Die auf den verschiedenen Substraten auftretenden
Kolonien sind auszuziihlen und die am héufigsten vor-
kommenden Arten néher zu untersuchen.

76. Priifung des Sdaureweckers. Soweit Sauerrahm-
Butter in Frage kommt, ist die Beschaffenheit des Siure-
weckers von hervorragendem Einflufl auf die Qualitit der
Butter bezw. auf die diese bedingende Mikroflora des
fertigen Produktes. Die Priifung hat sich auf folgende vier
Punkte zu erstrecken:

1. Reinheit (Ermittlung des Organismen-Bestandes
auf Molken- und Fleischagar), o

2. Siuerungs-Intensitit (Feststellung der Wirksam-
keit bei 20—30° C. nach an 3 Tagen wiederholten fort-
laufenden Uberimpfungen der Originalkultur in sterilisierter
Milch),

3. Einwirkung auf Geschmack und Aroma des
Rahmes und der Butter,

4. Konstanz der Eigenschaften (Priifung der Be-
standigkeit der Stureproduktion bei lange Zeit hindurch
unter zusagenden Kultur-Bedingungen fortgesetzter Uber-

tragung).
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Literatur: L. Russell and Hastings, Experimental Dairy
Bacteriology, 1909, S. 98 ff.

XXI. Fettzersetzung.

77. Anhiufung fettzersetzender Keime. In 100 ccm
Leitungswasser werden gelost: 0,1°/, KNO,, 0,19/, NH,Cl
und 0,05, K,HPO,. Die Losung wird in kleine Erlenmeyer-
Kolben in sehr flacher Schicht verteilt und im stromenden
Dampfe sterilisiert. Danach werden 0,3—0,5 9/, Butyrin, Tri-
palmitin, Tristearin, Triolein oder Schweineschmalz in feinster
Verteilung hinzugefiigt und mit dem zu untersuchenden
Material (Butter, S#urewecker, Wasser usw.) geimpft. Es
wird bei 37° C kultiviert und nachdem Entwicklung ein-
getreten ist, in die gleiche Liésung iibergeimpft. Zur mi-
kroskopischen Priifung ist das Tusche-Ausstrichpriparat (§24)
am besten geeignet.

78. Kultur auf Fettagar. Zum Herausfinden fett-
spaltender Kolonien bedient man sich eines mit Fett ver-
setzten Agars, das in verschiedener Weise bereitet werden
kann. Auf Butyrinagar, d. i. Fleischagar, dem nach dem
Sterilisieren 0,5°/, Butyrin beigemischt wurde, pflegen die
Keime aus der oben angegebenen Anhiiufungskultur ebenso
wie die aus ranziger Butter Kolonien zu liefern, die das
schwach getriibte Butyrinagar lokal aufhellen und so zu
einem #hnlichen Bilde Veranlassung geben wie die Milch-
séiure-Bakterien im Kreideagar.

Die Zahl der fettspaltenden Arten ist ziemlich be-
trichtlich. Besonders sind Fluoreszenten und deren farblose
Parallelformen (Bact. punctatum), Mikrokokken sowie Sprof3-
und Schimmelpilze fiir die Zerlegung der Fette in Butter,
Kise usw. verantwortlich zu machen.

Ausfiihrliche Angaben iiber das (besonders durch O. Jensen
eingehend klargelegte) Ranzigwerden und iiber sonstige abnorme
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Anderungen des Butterfettes finden sich in meinem Handbuch der
landw.. Bakteriologie, 1910, S. 309—319.

XXII. Keimgehalt des Kises

79. Schnitt- und Klatschpriparate. Einfache, gefirbte
Ausstrichpriparate aus Kise geben in der Regel kein ge-
niigend klares Bild. Dagegen kann man sich mit Hilfe von
Schnittpriparaten recht gut sowohl iiber die Formen wie
namentlich auch iiber die Lagerung der Keime im Kise
orientieren. Da die Anfertigung hinreichend diinner Schnitte
. oft Schwierigkeiten bereitet, ist es vorzuziehen, wiirfelformige
Kisestiicke (mit glatten Schnittflichen) herzustellen, diese
zwischen zwei saubere Objekttriger zu legen und die nach
leichtem Andriicken entstandenen Klatschpriparate in be-
kannter Weise zu fixieren und nach dem Entfetten zu firben
(vergl. § 60). In Hartkise-Priparaten werden die lokalen
Bakterien-Ansammlungen deutlich sichtbar, die man (nach
Rodella) als ,Reifungszentren“ bezeichnen kann (Tafel III,
Abb. 2, S. 82). Weichkise liefern dagegen, namentlich in
jugendlichem Zustande, die typische ,Zerstreuungsform*
(Tafel ITI, Abb. 3); zur Gewinnung klarer Bilder ist hier die
Benutzung des Chloroform-Methylenblau (§ 60) besonders
angezeigt.

80. Keimzahlen im Kiise. Die Rinde junger Kise
pflegt mehrere Milliarden, das Innere viele Millionen Keime
zu enthalten. Oft schon am ersten oder doch nach wenigen
Tagen ist das Maximum in der Entwicklung erreicht; mit
fortschreitender Reife sinkt die Zahl mehr und mehr. Da
die gleichmifiige Verteilung der einzelnen Zellen, ebenso
wie deren Kultivierung z. T. auf Schwierigkeiten stoft,
sind die meisten der in der Literatur angegebenen Zahlen

zu klein.
Lts}_mil, Praktikum. 7
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Je 1 g Kise (aseptisch entnommen und gewogen nach
der in § 75 beschriebenen Methode) verreibt man in sterili-
sierter Reibschale, eventuell unter Zuhilfenahme von ste-
rilem Quarzsand oder Glaspulver, mit ca. 10 ccm sterili-
siertem Leitungswasser, bringt das Gemisch in einen trocken
sterilisierten MeBkolben (1000 ccm) und fiillt mit sterili-
siertem Leitungswasser bis zur Marke auf. Nach mehrere
Minuten fortgesetztem Schiitteln werden die weiteren Ver-
diinnungen in Reagenzglisern (mit je 9 ccm Wasser) her-
gestellt; meist /15000 IS 1/1000000» DUT bei jungen Kisen, ent-
sprechend den obigen Angaben, bis !/; 00000000 8 J€ 1 com
von diesen Verdiinnungen (d. h. /100000 PiS /10000000 & USW.)
bringt man in die Petrischalen und vermischt hier mit Agar
bezw. Gelatine (vergl. § 50). Gleichzeitig sind mit denselben
Verdiinnungen geschmolzene, bei 45° C gehaltene Agar-
glischen (Molken-Agar) zu infizieren, die in Burri-Rohren
eingefiillt werden (vergl. §§ 20 und 41). Da die im Kise
vorhandenen Keime im allgemeinen die Anaérobiose bevor-
zugen, so liefert das zuletzt angegebene Verfahren (bei
38—40° C) in der Regel die hoheren Keimzahlen. Nur die
Rinde von Hartkéisen und flache (deshalb im Gegensatz
zu den dickeren Kisen sauerstoffhaltige) Weichkise
pflegen mehr a&robe Organismen zu enthalten. Die am
hiufigsten vorkommenden Keime sind abzuimpfen und zu
bestimmen.

Zur rascheren Erledigung dieser Zghlungen kann wiederum
Arbeitsteilung (nach § 50) von Nutzen sein.

Niheres iiber die Mikrobiologie der verschiedenen Kise-
sorten findet sich in Teil III, 83 meines ,Handbuchs der land-
wirtschaftlichen Bakteriologie, Zahlen speziell in Abschnitt A,
Kap. 2.
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XXIII. Kise-Milchsiurebakterien. Anaérobe
Kisebakterien?)

81. Kiise-Milchsiiurebakterien. Die Mehrzahl der unter
aéroben wie unter anaéroben Bedingungen aus Kise zur
Entwicklung kommenden Keime sind Milchssurebakterien,
und zwar konnen Vertreter aus allen vier Gruppen (§ 61)
gefunden werden. Wie in reiner Milch treten in gutem
Kise die Darm-Milchsiure-Bakterien bis zum volligen Ver-
schwinden zuriick; in fehlerhaften, inshbesondere in gebldhten
Kisen sind sie dagegen meist recht zahlreich. Die Gas-
bildung durch B. aérogenes und dessen Verwandte spielt in
diesem Falle eine wichtige Rolle. Die Milchsiiure-Mikro-
kokken sind, da sie ziemlich luftbediirftig sind, mehr auf
die #ufleren Partien der Kise angewiesen. Namentlich
gelatineverfliissigende Formen dieser Gruppe werden in
der Rindenschicht junger K#se konstant angetroffen.
Weitaus am hé#ufigsten sind aber Streptokokken und
Laktobazillen, jene in den bei relativ niedriger Tempe-
ratur hergestellten, diese in den mehr oder minder hoch
nachgewérmten Kisesorten. Emmentaler Kise pflegt bereits
bei direkter Aussaat in Molken-Agar in Burri-Rohren die
charakteristischen kleinen ,,Haarknéiuel“ in sehr grofier Zahl
zu liefern; bei den andern Kiisen ist es meist empfehlens-
wert, die Laktobazillen zun#chst in Hefeextrakt-Molken an-
zuhiufen (s. § 69).

Nach O. Jensen (Centralbl. f. Bakt., II. Abt., 4, S. 196) ist
auch peptonisierte Milch fiir die Kise-Milchsurebakterien besonders
geeignet. Diese wird folgendermaBen bereitet: 1 L sterilisierte Milch
wird mit 10 ccm reiner, konz. Salzsdure (33 %/, HC]) und 2 g reinem

1) Vor Beginn dieser Ubung sind notigenfalls die fiir Kap. XXIII
und XXIV erforderlichen Néhrboden fertig zu stellen (vergl. § 49
und Kap. XVIII, Anm. 1).
7*
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Pepsin (Pepsin. german. pur. gran.) versetzt. Die Mischung wird
unter wiederholtem Umschiitteln 36 — 48 Stunden bei 35—37° C ge-
halten. Dann wird neutralisiert, 10 Minuten im Autoklaven auf
115—120° C erhital, filtriert und die Aciditit so geregelt, daB 5 ccm
(bei Phenolphthalein-Zusatz) 1-2 cem !/;;-Normal-Lauge binden.
Nach erfolgtem Kldren mit EiweiB wird nochmals filtriert und
eventuell Gelatine bezw. Agar hinzugefiigt.

Besonders in der Gruppe der Milchsiure-Mikrokokken
sind kaseinlésende Formen h#ufig; doch auch unter den
Streptokokken und Laktobazillen sind solche anzutreffen.
Die isolierten Stimme sind auf Milchagar, eventuell auch
auf Kasein zu priifen (vergl. §§ 63 und 64).

82. Anaérobe Kiisebakterien, Mit wenigen Ausnahmen
sind die Kidse ebenso arm an obligat anatroben Bakterien
wie die Milch (§ 73). Eine Ausnahme bildet z. B. der ,Schab-
zieger“ (Kriuterkiise), in dem streng anasrobe Buttersiure-
bakterien sich an der Reifung wesentlich mit beteiligen.
Dagegen sind die Eiweifizersetzer aus der Verwandtschaft des
B. putrificus relativ selten und von nebenséchlicher Bedeutung.

Zur Anhdufung kann man sich des in § 72 angegebenen,
entsprechend modifizierten Verfahrens bedienen (sterilisierte
Milch, geimpft mit Kise statt mit Erde). Um speziell die
eiweifizersetzenden Anaéroben anzureichern, bringt man die
Kise-Emulsion in ein Reagenzglas, in dem sich ein Wiirfel
hartgekochtes Hiihner-Eiweil in der 4—b5 fachen Wasser-
menge befindet, und verschliet nach Wright-Burri (§ 42).
Doch sind hierbei Tduschungen nicht ausgeschlossen, insofern
mit iibertragene Enzyme die Eiweiflosung bewirken konnen.

83. Bildung von fliichtigen Fettsinren und von Gasen.
Zum Teil verdanken die fiir Geruch und Geschmack des Produktes
nicht unwichtigen freien Fettsiuren ihre Existenz der Titigkeit
fettspaltender Organismen. Deren Isolierung erfolgt nach § 78.
AuBerdem aber kommen hier sowohl der EiweiBabbau wie die
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Vergirung von Laktaten, Succinaten, Glyzerin u. a. in Be-
tracht. Die fiir die Augenbildung in den Hartkisen verantwortlich
zu machenden Gasmengen sind vorwiegend auf diese Prozesse zuriick-
zufiibren. Zur Anhdufung der an den zuletzt genannten Umsetzungen
beteiligten Organismen kann (nach O. Jensen) folgende Losung
benutzt werden: 100 Leitungswasser, 2 Pepton Witte, 0,5 NaCl,
0,2 KH,PO,, 0,06 Mg80, und 2 Ca-Laktat oder 1,0 Ca-Succinat
oder 5 Glyzerin. Nach mehrfacher Uberimpfung kann zur Isolierung
auf Molken-Agar geschritten werden.

Literatur zu §§ 81—83: Lohnis, Handbuch der landw.
Bakteriologie, Teil III, 3 Abschnitt A, Kap. 3 und Abschnitt B,
Kap. 4.

XXIV. Verfliissigende Bakterien. Sprofi-
und Schimmelpilze

84. Verfliissigende Bakterien. Aufler den kasein-
l6senden Milchséiurebakterien finden sich besonders in den
sufleren Partien der Kiise verschiedene andere Arten, die
den Kiisestoff in 16sliche Form iiberfilhren und meist auch
Gelatine verfliissigen. Soweit die Kisestoff-Losung bei
schwach saurer Reaktion von statten geht, handelt es sich
um die von Gorini als Sdure-Lab-Bakterien bezeichneten Or-
ganismen, die allerdings z. T. mit den kaseinlésenden Milch-
séiurebakterien identisch sind (vergl. § 62). Ferner losen
die an der Rot- oder Braunfirbung der Rindenschicht be-
 teiligten Bakterien den K#sestoff, wihrend nur einige von
ihnen auch die Gelatine verfliissigen.

Die kriftig Gelatine-verfliissigenden, aéroben Sporen-
bildner aus der Gruppe des B. subtilis und mesentericus,
die friiher unter der Bezeichnung Tyrothriz als wichtige Rei-
fungs-Erreger in den Lehrbiichern figurierten, sind jedenfalls
nur von untergeordneter Bedeutung. Um sie im Kise auf-
zufinden, bedarf es oft eines besonderen Anreicherungs-
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verfahrens: Nach § 32 entzuckerte Bouillon wird nach der
Impfung mit Kése-Emulsion 5—10 Minuten bei 80° C pasteu-
risiert und spiter Fleischgelatine- und Fleischagar-Platten
gegossen.

85. Sprofipilze. Wihrend Hefezellen in den Hartkiisen
meist nur in relativ sehr geringer Zahl vorzukommen pflegen,
spielen sie fast in allen Weichkiisen eine mehr oder minder
wichtige Rolle. Hefenreich sind besonders Gervais-, Imperial-
und #hnliche Kiise, die sich besonders gut als Ausgangs-
Material fiir Sprofipilz-Studien eignen. In Cheddarkise ver-
anlassen Hefen nicht selten fehlerhafte Reifungserschei-
nungen.

Zur direkten Anfertigung elektiver Gufikulturen kann
(nach L. Russell und Hastings) derart verfahren werden,
daBl man in einem Reagenzglas 1 g Weinséiure in 10 ccm
Wasser 16st, sterilisiert und davon (mittels steriler Pipette)
je 1 ccm in die Petrischale iibertrigt. Das geimpfte Fleisch-
Agar wird hinzugefiigt und mit der Séiure gut vermischt,
die fast alle andern Keime unterdriickt. — Erscheint eine
voraufgehende Anhi#ufung angezeigt, so sind die in § 70
enthaltenen Angaben sinngemifl anzuwenden.

Die Bestimmung der Kise-Hefen ist schwierig; eingehende
vergleichende Untersuchungen fehlen. AuBer dem in meinem
pnHandbuch der landw. Bakteriologie* hieriiber Zusammengestellten

vergl. eine spiter erschienene Arbeit von W. Dombrowski,
Centralbl. f. Bakt., 1I. Abt., 28, S. 345—402.

86. Schimmelpilze. Die besonders fiir Kise nach Brie-,
Camembert- und Roquefort-Art wichtigen Schimmelpilze
pflegen sich auf den gewdshnlichen Gufikulturen iippig zu
entwickeln.

An Schimmelpilz - Sporen reiche Kulturgefifle diirfen nicht im
Laboratorium geiffnet werden.
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Fiir Spezialndhrbdden sind zahlreiche Rezepte aufgestellt
worden, z. B.:

Brotbrei, hergestellt aus trockenem zerriebenen Brot, das man
1 ¢m hoch in Erlenmeyer-Kolben einfiillt, mit Wasser durchtrinkt
und im strémenden Dampf (durch dreimaliges Erhitzen) sterilisiert.

Reisbrei, bereitet aus 10 g Reismehl, 15 ccm Milch und 5 cem
Bouillon, wie Brotbrei sterilisiert.

Wiirze-Agar, erhalten durch Zusatz von 1%/, %/, Agar zu (nicht
neutralisierter!) Bierwiirze.

Pflaumendekokt - Gelatine, hergestellt aus 100 g getrockneten
Pflaumen, die man zweimal mit je 100 ccm Wasser aufkocht; die
vereinten 200 ccm Dekokt werden mit 10/, Gelatine versetzt, aber
nicht neutralisiert.
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XXYV. Keimgehalt des Diingers

87. Niihrbéden. Der Bestand an verfiigbaren Reagenz-
gldsern ist auf 200 Stiick zu ergédnzen. Nach der in §§ 6—13
geschilderten Arbeitsweise sind fertigzustellen:

40 Glas Fleischgelatine 20 Glas Bouillon
40 Glas Fleischagar 20 Glas Milch
20 Glas Traubenzucker-Agar 20 Glas Kartoffeln

Ferner wird Diinger-Extrakt bereitet, indem ca. 150 g
Stalldiinger mit 300 ccm Wasser iibergossen 24 Stunden
aufbewahrt werden. Nach erfolgter Filtration (durch Papier-
Faltenfilter) werden je 100 ccm mit 0,05%, K,HPO, und
11/,°/, Agar bzw. 10°/, Gelatine versetzt, notigenfalls neu-
tralisiert, mit Eiweifl geklirt und in Glidschen verteilt.

Der angegebene Vorrat an Néhrboden reicht, abgesehen von
Fleischgelatine und Fleischagar, fiir simtliche in diesem Abschnitt
angegebene Ubungen, sofern nicht besonders ausfiihrliche Unter-

suchungen damit verbunden werden.
Uber die auBerdem benstigten Nihrsubstrate wird weiterhin

das Erforderliche mitgeteilt werden.

88. Mikroskopische Untersuchungen. Von festen und
flissigen Exkrementen sowie von gemischtem Stalldiinger
sind (notigenfalls nach griindlichem Verreiben mit wenig
Wasser) Ausstrich-Praparate sowie Préparate im hingenden
Tropfen anzufertigen und genau zu durchmustern. Die
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festen Exkremente liefern besonders in ungefirbten, nach
erfolgtem Antrocknen direkt in Balsam eingeschlossenen
Ausstrichpriparaten sehr interessante
Bilder (Abb. 38). Neben wenigen
unverdauten Futterresten sieht man
grofie, oft in Haufen zusammen ge-
lagerte Massen von Bakterien der ver-
schiedensten Form. In lebhafter Zer-
setzung begriffene Jauche gewihrt
namentlich im héngenden Tropfen _
Gelegenheit zu sehr abwechslungs-  Abb. 38. Ungefirbtes
reichen Beobachtungen. In zier- Ré‘g'tﬁ‘?}'l"ﬁp“ﬂt von
licher Schraubenbewegung befindliche inder-Féces. Vergr. 700.
(schwer ziichtbare) Spirillen sind hier in der Regel gut zu
sehen.

Das gefirbte Ausstrichpriiparat kann bei etwas modifizierter
Art der Anfertigung (nach A. Klein) auch zu mikroskopischen
Ziihlungen verwendet werden. 1 g feste Exkremente werden mit
4 com sterilisiertem Wasser im Reagenzglas kriftig durchgeschiittelt.
1/ ccm der Aufschwemmung wird in ein Uhrglas abpipettiert und
Y/, com Anilinwasser-Viktoriablau (s. § 85) hinzugefiigt. Nach
gleichméBiger Vermischung wird unter Benutzung einer Platindse,
deren Inhalt durch mehrmals wiederholte Wigungen vorher fest-
gestellt wurde, ein bestimmtes Quantum entnommen und auf einen
bestimmten Fléchenraum des Objekttrigers oder des Deckglases
recht gleichmédBig ausgestrichen. Man 148t das Material antrocknen,
fixiert und schlieBt (natiirlich ohne abzuspiilen!) in Balsam ein.
Dann werden 50 Gesichtsfelder ausgezdhlt und nach Feststellung
von deren GroBe die erforderlichen Umrechnungen ausgefiihrt.

Trotz der selbstverstindlich sehr weiten Fehlergrenzen gibt
dieses Verfahren ein richtigeres Bild vom Keimgehalt der Exkremente,
als dies fiir die GuBkulturen zutrifft. Unter Betiicksichtigung der
schwiicheren Tingierbarkeit abgestorbener Bakterien kann man sich
auerdem einen ungefihren Uberblick iiber die auf die lebenden
bezw. toten Keime entfallenden Anteile verschaffen.
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Literatur: A. Klein, Centralbl. f. Bakt., I. Abt., 27, S. 834,
Archiv f. Hygiene, 45, 1902, S. 122 ff.

89. Aérobe und anaérobe GuSikulturen. In einem
2-Liter-Kolben wird 1 Liter und in 6 Reagenzglisern je
9 ccm Leitungswasser sterilisiert. Ferner sind 8 1-ccm-Pi-
petten sowie 6 Burri-Réhren (im Autoklav oder im Dampf-
topf) und 12 leere sowie 2 mit (nach § 75 hergestellten)
Filtrierpapier-Scheiben gefiillte Petrischalen im Trocken-
schrank zu sterilisieren. Nach erfolgter Abkiihlung werden
je 3 Glidschen Fleisch- und Diingerextrakt-Gelatine sowie
je 6 Glidschen Fleisch- und Diingerextrakt- Agar in ge-
schmolzenem Zustande (in richtig temperiertem Wasser)
zurechtgestellt. Dann wird 1 g Substanz (nach § 75) ab-
gewogen und in dem einen Liter sterilisierten Wassers
durch mehrere Minuten anhaltendes Schiitteln griindlich
verteilt. Nach jedesmaligem kriftigen!) Durchschiitteln
werden unter Ubertragung von je 1 ccm die erforderlichen
Verdiinnungen in 5 Reagenzglisern hergestellt (vergl. § 20).
Gleichzeitig bringt man je 1 ccem aus dem 3. bis 5. Glase
(entsprechend /; 000000 PiS /100000000 8) i die (genau be-
zeichneten) Schalen und impft in anologer Weise je 3 Fleisch-
agar- und Diingerextrakt-Agar-Rohrchen fiir die Ana&roben-
Kultur. Die Gufikulturen werden in bekannter Weise
(§8 17, 20 und 34) hergestellt, aufbewahrt und ausgezihlt.
Die ermittelte Zahl bleibt in der Regel weit hinter der-
jenigen der wirklich vorhandenen lebenden Keime zuriick,
von denen in 1 g festen Exkrementen etwa 2—20 Milliarden
zugegen sein mogen.

1) Wie das mikroskopische Priparat erkennen ldBt, hdngen
die Keime oft zu mehreren zusammen; nur durch starke Be-
wegung konnen sie getrennt werden. Unterbleibt dies, so ent-
stehen Mischkolonien.
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Die am hiufigsten vorkommenden Keime sind abzu-
impfen, durch erneutes Plattengieflen zu reinigen (vergl.
§ 21) und in bekannter Weise zu untersuchen (Kap. V—VIII).

90. Gewichtsanalytische Bestimmung der vorhandenen
Mikroorganismen. Annéhernd richtige Anhaltspunkte iiber die in
den festen Exkrementen vorhandenen (lebenden und toten) Keim-
Mengen konnen auch dadurch gewonnen werden, daB man (nach
J.Strasburger) durch Zentrifugieren Kotbestandteile und Bakterien
trennt. Das (besonders an menschlichen Fizes oft erprobte und
modifizierte) Verfahren wird folgendermaBen ausgefiihrt: 2 cem Kot
werden in der Reibschale mit 70 cecm !/;,-proz. Salzséure verrieben
und in zwei Portionen (zu je 35 ccm) ca. 5 Minuten rasch (ca.
2000 Touren pro Minute) zentrifugiert. Die Fliissigkeit wird ab-
gesaugt, mit zwei Teilen 96-proz. Alkohol versetzt und 12 —15 Stunden
bei 38° C aufbewahrt. Den hieraus durch Zentrifugieren gewonnenen
Absatz wischt man mit Alkohol aus, schwemmt in Ather auf und
148t einen Tag lang (unter wiederholtem Umschwenken) stehen. Dann
wird wieder abgesaugt, Alkohol zugegeben, zentrifugiert und der
Riickstand einen Tag unter Pepsin-Salzsiure aufbewahrt. Den nach
Verdiinnung der Fliissigkeit mit zwei Teilen Alkohol durch er-
neutes Zentrifugieren gewonnenen Absatz spiilt man (mittels Alkohol)
in ein Porzellanschilchen, trocknet und wiigt.

Literatur: Strasburger, Zeitschr. f. klin. Medizin, 46, 1902,
S. 418; Ermann, Uber eine Methode zur Feststellung der in den
Fizes enth. Bakt. Diss. med. Bonn, 1902; Ehrenpfordt, Zeitschr.
f. experim. Pathologie, 7, 1909, S. 455.

XXVI. Anaérobe Pektin- und Zellulose-Zersetzung')

91. Anaérobe Pektinzersetzung. Zur Anhdufung der
aktiven Organismen (aus der Gruppe des Bac. amylobacter)
kann folgende Lisung benutzt werden:

1) Uber aérobe Pektin- und Zellulose-Zersetzung wird im
"XXXIII. Kapitel gesprochen werden. '
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100 Leitungswasser 0,05 K,HPO,
0,05 (NH,),80, 2 CaCO,

Davon sind je ca. 20 cem in 3—4 Reagenzgliser zu fiillen, in
die vorher je 0,1 g Pektin') gegeben wurde. Nach dem Sterili-
sieren (im stromenden Dampf) wird ein Gléschen mit wenig
gerottetem Stallmist geimpft und bei 38° C bebriitet. Nachdem
kriftige Gasentwicklung eingetreten ist (nach 4—8 Tagen),
wird in ein zweites Glas iibergeimpft und eventuell von
hier aus durch nochmalige Ubertragung weiter gereinigt.

Dije Pektinzersetzer sind eingehend mikroskopisch (am
besten im Tusche-Ausstrichpriparat) zu priifen. Auf Agar,
das unter Verwendung von verdiinnter, schwach saurer
Bierwiirze herzustellen ist, konnen sie (in den Burri-R6hren)
isoliert werden.

92. Anaérobe Zellulose-Zersetzung. Die bisher am
besten bekannten anaéroben Zellulose-Zersetzer sind die von
Omelianski eingehend studierten Wasserstoff- und Methan-
Bazillen. Zur Anhdufung dient folgende Losung:

100 destill. Wasser 0,05 Mg SO,
0,1 (NH,),80, Spur NaCl
0,1 K,HPO, 2 CaCO,

1) Das Pektin wird am besten (nach Behrens und Stérmer)
in folgender Weise gewonnen: 500 g zerriebene Riiben oder Mohren
werden zunichst mit heifem chloroformhaltigen Wasser mehrfach
ausgelaugt. Dann wird !/, Stunde (ohne Erwérmen) mit verdiinnter
Natronlauge behandelt, mit Wasser nachgewaschen, !/, Stunde mit
verdiinnter Salzsiure extrahiert und wieder mit Wasser nach-
gewaschen. SchlieBlich werden die Pektinsubstanzen mit verdiinntem
Ammoniakwasser gelost und aus der ammoniakalischen Lisung durch
Zugabe von /;proz. Chlorcalcium-Losung die Pektin-Gallerte ge-
fillt, die mit viel destilliertem Wasser, zuletzt auf dem Filter aus-
zuwaschen ist. Aus Flachs, Hanf, Stroh usw. kann dasselbe
Priiparat, aber nur in relativ geringen Mengen gewonnen werden.
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Einige Gliser werden mit je ca. 20 ccm der Losung
gefiillt, ca. 0,1 g Filtrierpapier, Watte oder Stroh hinzuge-
fiigt, reichlich mit gerottetem Stallmist geimpft und bei
380 C aufbewahrt. '

Zur Anhdufung des Methanbazillus wird jedesmal bei
beginnender Gérung (ohne Pasteurisierung) in die gleiche
Losung iibergeimpft. Der Wasserstoffbazillus wird dagegen
erhalten, wenn vor der jedesmaligen Ubertragung durch
Pasteurisieren die zu dieser Zeit in vegetativer Form vor-
handenen Methanbazillen abgetiétet und so die gleichzeitig

im Sporenzustande anwesenden Wasserstoff-Bazillen ausge-
" lesen werden.

Die Kultivierung dieser anaéroben Zellulose-Zersetzer
auf festen Substraten ist bisher nur in Ausnahmefillen ge-
lungen.

Literatur: Omelianski, Centralbl. f. Bakt., II. Abt, 8,
spez. S. 226 f., 263, 290 f., 355 f., und 11, S. 369. Wegen anderer
Zellulose- Zersetzer s. Lohnis, Handbuch d. landw. Bakteriologie.

XXVII. Bildung von Gasen. Thermophile Bakterien.

93. Bildung von Methan?). Neben der Vergirung der Zellu-
lose kann das in den Diingergasen vorkommende Methan auch der
Zersetzung von Salzen organischer Sduren, von Gummi, Stdrke und
Zucker sowie von Eiweifsubstanzen seine Existenz verdanken. Zur
Einleitung des Prozesses kionnen folgende Losungen benutzt werden :

100 Leitungswasser Acetat oder Butyrat oder Laktat usw.,
0,05 NH,Cl ] + 1%, { bezw. Gummi oder Stirke oder Zucker,
0,05 K,HPO, bezw. Pepton oder Wolle.

Die Substrate sind in Reagenzgliser zu verteilen, reichlich mit ge-
rottetem Mist zu impfen und bei 38° C zu halten.

1) Eventuell kénnen mit den Versuchen iiber die Bildung von
CH, und H Experimente iiber die Verarbeitung dieser Gase durch
Mikroorganismen verbunden werden; vergl. Kap. XXXIV.
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Die aktiven Organismen sind noch nicht néher studiert worden.
Tusche-Auasstrichpriparate liefern sehr interessante Bilder.

Literatur: Mazé, Compt. rend. (Paris), 187, S. 887; Ome-
lianski, Centralbl. f. Bakt., II. Abt, 15, S. 679; Schngen,
Proefschrift Delft, 1906, ref. Botan. Centralbl., 105, S. 371.

94. Bildung von Wasserstoff'). Wie das Sumpfgas kann
auch der im Diinger auftretende Wasserstoff anderen Quellen als
der Zellulose-Zersetzung entstammen. Die im rottenden Mist in
groBer Zahl vorkommenden Formen aus der Gruppe des Aérobacter
und Amylobacter konnen sowohl aus Salzen organischer Sguren,
Stirke und Zuckerarten, wie aus stickstoffhaltigen Stoffen (neben
CO,) mehr oder minder groBe H-Mengen in Freiheit setzen. Eine
mit besonderem Namen (Bact. formicicum) belegte, Formiat unter
‘Wasserstoff- Entwicklung vergérende Coli-Varietit kann z. B. in
nachstehender Losung angehiéiuft werden:

Leitungswasser -}~ 0,2%, Pepton |+ 2°/, Calcium-Formiat ver-
teilt in Reagenzgliser, geimpft mit Diinger, einige Tage bei 38° C
kultiviert.

Literatur: Omelianski, Centralbl. f. Bakt.,, II. Abt., 11,
S. 177, 256, 317 und 14, S. 674.

95. Kohlensiure-Produktion. Noch zahlreicher als die von
den verschiedenen Methan- und Wasserstoff- Bildnern zersetzten
Substanzen sind die unter Kohlensiure-Entwicklung von der groBen
Schar von Diinger-Organismen veratmeten Stoffe. Von der Intensitit
der Umsetzung kann man sich ohne weiteres iiberzeugen, wenn man
einen Strom kohlenséurefreier Luft eine mit doppelt durchbohrtem
Stopfen verschlossene, mit Mist gefiillte Flasche und danach eine
geeignete Auffangvorrichtung passieren li8t (zur Demonstration:
Rohre mit Barytlauge; zur quantitativen Bestimmung: Kaliapparat
nach Liebig).

96. Thermophile Bakterien. Infolge der besonders in den
ersten Wochen sehr lebhaften Zersetzungsvorgiinge iiberschreitet die
Temperatur des Diingerhaufens nicht selten 45—50° C, d. h. jene

5 8. Anm. auf 8. 109.
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Grenze, oberhalb deren nur noch thermophile Bakterien titig sein
konnen. Diese konnen isoliert werden, indem man zunéichst mit
Mist geimpfte Bouillon bei 50—60° C aufbewahrt und die hierin
zur Entwicklung kommenden Keime mittels Agar-GuBkulturen (bei
gleicher Temperatur) ziichtet.

XXVIII. Harnstoff-, Hippursiure- und Harnsdure-
Bakterien

97. Harnstoff-Bakterien. 500 ccm Fleischbouillon sind
zu bereiten und davon 400 ccm zur Herstellung von 200 ccm
Fleischgelatine (mit 12 statt 109/, Gelatine-Zusatz) und
200 ccm Fleisch-Agar zu verwenden. Von den restierenden
100 ccm Bouillon erhalten 50 cem einen Zusatz von 29/, die
andern 50 dagegen 109/, Harnstoff. Die 2- bezw. 10-proz.
Harnstoff- Bouillon ist in je 6 Reagenzgliser zu verteilen.
Gelatine und Agar geniigen zur Fiillung von je ca. 24
Gléschen. Nachdem in gewohnter Weise sterilisiert worden
ist, wird 18 Gelatine- und 12 Agar-Gliischen je 1 ccm einer
15-proz. wisserigen Harnstofflosung hinzugefiigt und noch
einmal im strémenden Dampfe erhitzt.

Der Harnstoffzusatz vermindert die Erstarrungsfihigkeit der
Gelatine, deshalb wird er zweckmiBig erst vor dem letzten Steri-
lisieren hinzugefiigt. Im strémenden Dampf wird ein relativ kleiner
Teil des Harnstoffs in Ammoniak iibergefiihrt, was auf den Verlauf
des Versuches ohne erheblichen Einflu8 ist. Mit gespanntem Dampf
diirfen Harnstoff-haltige Niéhrboden selbstverstindlich nicht be-
handelt werden. — Die nicht mit Harnstoff versetzten Gelatine- und
Agarrohrchen dienen zur Ergiénzung des Bestandes.

Ein Gléschen mit 2-proz. Harnstoff-Bouillon wird nach
erfolgter Impfung mit Mist oder Jauche bei ca. 10° C auf-
bewahrt; verschiedene Kurzstibchen und Mikrokokken
kommen zur Entwicklung. Ein Gldschen mit 10-proz.
Harnstoff-Bouillon ist nach Impfung mit dem gleichen
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Material bei 38° C zu halten; nach 2—4 Tagen ist starker
Ammoniakgeruch wahrnehmbar, schlanke sporenbildende
Bakterien sind in der nur schwach getriibten Fliissigkeit
sichtbar.

Aus den beiden Gliischen ist, sobald deutlicher Ammoniak-
Geruch auftritt, in die entsprechende Losung iiberzuimpfen
und unter gleichen Bedingungen zu kultivieren. Die Gufi-
kulturen aus der kalt gehaltenen 2-proz. ‘Harnstoff-Bouillon
konnen unter Verwendung von Harnstoff-Gelatine ange-
fertigt werden; fiir die 10-proz. Harnstoff-Bouillon kann
Harnstoff-Agar Verwendung finden. Nach erfolgter Reinigung
sind die isolierten Stimme aufler auf Harnstoff-Agar, Harn-
stoff-Gelatine und Harnstoff-Bouillon auch auf den sechs
Standard-Nahrboden zu priifen, auf denen speziell die aus
der 10-proz.. Harnstoff-Bouillon isolierten Formen fast nie-
mals, die aus der 2-proz. Losung ziemlich oft nicht wachsen.
Der hiufigste Sporenbildner in der 10-proz. Lésung ist der
Bacillus Pasteurii; in den verdiinnteren Lésungen sind
Fluoreszenten, Mikrokokken, verschiedene Varietiten von
Bact. coli, vulgare, erythrogenes u. a. anzutreffen.

In den harnstoffhaltigen Néhrboden sind Kristallbildungen
nicht selten; doch treten sie keineswegs so regelmiéBig auf, daf sie
als Erkennungsmerkmal harnstoffspaltender Bakterien verwendbar
wiiren.

Literatur iiber Harnstoffbakterien: Beijerinck, Centralbl.
f. Bakt.,, II. Abt., 7, S. 33. Weitere Angaben iiber andere, be-
sonders zur Anhéufung harnstoffzersetzender Arten aus Erde ge-
eignete Niahrlosungen folgen in § 119.

98. Hippursiiure-Bakterien. 100 ccm Leitungswasser | 0,3 g
hippursaurem Natron 4 0,05 g K,HPO, werden zu je 10 cem in
kleine Erlenmeyer-Kolben gefiillt und mit Mist oder Jauche geimpft.
Die Zersetzung verléduft ziemlich langsam. Mikrokokken, verschie-
dene Kurzstdbchen (Bact. prodigiosum, vulgare u. a.) sowie Schimmel-
pilze treten in Titigkeit.
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99. Harnséure-Bakterien. 100 ccm Leitungswasser - 0,3 g
Harnséure + 0,05 g K;HPO, werden zu je 10 cem in kleine Erlen-
meyer-Kolben gefiillt und mit Mist oder Jauche geimpft. Fluores-
zenten und andere Stibchen sowie Schimmelpilze kénnen sich an
der Zersetzung beteiligen. Der intermediir gebildete Harnstoff wird
nicht immer von demselben Organismus weiterzersetzt. Zur Isolie-
rung kann Fleischgelatine benutzt werden. ‘

XXIX. Nitrifikation. Denitrifikation. Nitrat-
reduktion

100. Nitrifikation. Nur in der oberen Schicht des
Hofdiingers und am Boden des Flachstalles pflegen die
Salpeterbakterien in groflerer Zahl vorzukommen. Dagegen
verhindern in der Regel Luftmangel und Anwesenheit freien
Ammoniaks im Tiefstalldiinger wie in den tieferen Schichten
des auf der Diingerstitte lagernden Mistes eine nennens-
werte Vermehrung dieser Organismen. Die Hauptstitte

der Nitrifikation ist die Ackererde.

Bei Zimmertemperatur pflegt der Nitrifikations-Versuch
3—4 Wochen in Anspruch zu nehmen. Es erscheint des-
halb zweckmifiig, die nachstehend angegebenen 3 Losungen
sowohl mit geeignetem Stallmist wie auch gleichzeitig
mit Erde zu impfen. Isolierungsversuche konnen spiter
(§ 121) unter Verwendung dieser Anhéufungskulturen vor-
genommen werden. Durch Kultivieren bei 25—30°C
kann der Verlauf der Umsetzung nétigenfalls beschleunigt
werden. '

Die erste der drei nachstehend aufgefiihrten Losun-
gen lifit vornehmlich die Nitritbildner, Liésung II die
Nitratbildner und Losung III gleichzeitig (wie im natiir-
lichen Substrat) Nitrit- und Nitratbildner zur Entwicklung
kommen.

L&hnis, Praktikum. 8
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I I m

100,00 dest. Wasser) dazu nach d. 100,00 dest.Wasser Dieselbe Lisung wiel.
0,10 (NH,),SO, | Sterilisieren 0,10 NaNO, Doch wird an Stelle

0,10 K,HPO, basisches 0,05 K,HPO, des Magnesiumkarbo-
0,05 MgSO, Magnesium- 0,03 MgSO, nats nach dem Sterili-

" 0,20 NaCl karbonat im 0,05 NaCl sieren CaCO, hinzu-
0,04 FeSO, Uberschus 0,08 Na,CO, gefiigt.

Portioniert wird zu je 10 cem in 50 ccm-Erlenmeyer-
Kolben; zur Impfung dient einerseits eine kleine Quantitiit,
ca. !/,, g Diinger entsprechender wisseriger Mistauszug,
andrerseits !/;, g fruchtbare Erde. Nach Verlauf von etwa
8—14 Tagen kann man damit beginnen, aller 2—3 Tage
von der (klarbleibenden!) Fliissigkeit mit der sterilisierten
Ose eine geringe Menge fiir eine Tiipfelreaktion (auf dem
Porzellanteller) zu entnehmen. Mit Nefilers Reagens wird
auf das Verschwinden des Ammoniaks, mit Sulfanilsiure-
Naphtylamin auf Entstehen bezw. Verschwinden des Nitrits
gepriift. Die Nitrat-Endreaktion kann mit Diphenylamin-
Schwefelsdure nachgewiesen werden. .

Das Nitrit-Reagens wird zweckmiiBig nach folgendem
Rezept bereitet: 0,5 g Sulfanilsiure werden in 150 ccm 33-proz.
Essigséiure gelost, desgleichen 0,1 g a-Naphtylamin unter Erwérmen
in 20 ccm Wasser. Der zweiten Losung werden ebenfalls 150 ccm
38-proz. Essigsiure hinzugefiigt, dann beide Lésungen vereinigt und
in luftdicht schlieBender Flasche aufbewahrt. Noch 0,0002 mg
Nitrit werden durch rétliche Firbung angezeigt.

101. Denitrifikation. Die am hiufigsten benutzten®)
elektiven Néhrsubstrate sind Salpeterbouillon und sog. Gultay-
Lisung. Jene wird bereitet, indem man einigen (etwa 6)
Bouillonglidschen je 1 ccm einer 1-proz. Salpeterlosung (ent-
sprechénd ca. 0,1°/) hinzufiigt und nochmals sterilisiert.

1) Weitere Rezepte folgen in § 122.
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Den gleichen Zusatz erhalten 10 Fleischagar-R6hrchen. Fiir
die Bereitung der Giltay-Liosung gilt nachstehende Vorschrift:

0,2 g KNO, | gelost in 25 ccm
0,1 g Asparagin | destill. Wasser

0,5 g Zitronensiure Beide Losungen

gelost in 50 ccm | werden vereinigt

g’: g ]]&K{H‘él(;o‘ destill. Wasser, [ und auf 100 ccm
= 8 785U neutralisiert mit aufgefiillt.
0,02 g CaCl Kalilauge

Spur Fe,Cl,

35 ccm werden auf 4 Reagenzgliser verteilt; der Rest wird
mit 11/,%/, Agar versetzt, nach erfolgter Filtration eben-
falls auf Gliser gefiillt und sterilisiert.

Je ein Glas beider Losungen wird mit !/,—!/, g rottendem
Mist geimpft; nachdem (in 2—3 Tagen bei 38° C) Schaum-
bildung eingetreten ist, wird in die entsprechende Losung
noch ein- oder zweimal abgeimpft und dann Gufikulturen
mit Salpeter-Fleischagar bezw. mit Giltay-Agar derart an-
gefertigt, dafl man nach dem Festwerden des geimpften
Agars jedesmal noch ein Glischen als Deckschicht entleert.
Nach einigen Tagen (bei 38° C) machen sich die denitrifi-
zierenden Kolonien durch Gasbildung bemerklich. Sie
konnen auf den Standard-Nihrbtden weiter geziichtet werden.

Strohabkochung -+ 0,19/, Salpeter pflegt nach Impfung mit
Mist gleichfalls kriftige Denitrifikation zu liefern.

Die in Giltay-Losung entstehenden Kristalle sind Magnesium-
Phosphat (vergl. Hutchinson, Centralbl. f. Bakt.,, II. Abt., 16,
S. 326).

102. Nitratreduktion. In der Salpeterbouillon pflegen neben
denitrifizierenden auch nitratreduzierende und salpeterassimilierende
Bakterien hiufig aufzutreten, die mitunter die Denitrifikation sogar
vollstindig unterdriicken. Wegen der die Reduktion anzeigenden
Nitrit-Reaktion s. oben (§ 100); betr. Salpeterassimilation vergl.
§ 105. , "

8*
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Die Kolonien der nitratreduzierenden Keime konnen nach
Beijerinck (Centralbl. f. Bakt., II. Abt., 1, 8. 58) auf der Salpeter-
Fleischagar-Platte erkannt werden, wenn man dem Agar bei der
Darstellung auBer Salpeter noch 0,5°/, Stirke hinzufiigt und die
entwickelte GuBkultur zur Hélfte mit salzsaurer Jodkalium-Losung
befeuchtet. Die reduzierenden Kolonien erhalten einen blauen Hof. Da
die Salzsidure die Bakterien totet, miissen auf der nicht befeuchteten
Platten-Hilfte die entsprechenden Kolonien abgeimpft werden.

XXX. Amid-, Ammon- und Salpeter-Assimilation

103, Amid-Assimilation. Als Stammlésung ist folgende

Mischung fertigzustellen:
1000 ccm destill. Wasser. 0,02 g NaCl

0,5 g K,HPO, Spur Fe,Cl,

0,02 g MgSO,
Hiervon werden je 100 ccm mit 19/, Traubenzucker und
0,19/, einer der folgenden Stickstoffquellen versetzt: Harn-
stoff, hippursaures Natron, Harnsidure oder Asparagin. Je
4 X 10 ccm verteilt man in 50 ccm-Erlenmeyer-Kolben und
impft jedesmal 1 Kolben mit Diinger, 1 mit Erde. Der
Rest der Losungen wird mit 11/,°/, Agar versetzt und zur
ersten Isolierung verwendet. Zur Fortziichtung koénnen
meist die Standard-Nahrboden gebraucht werden. Die ge-
impften Fliissigkeiten sind in der Regel schon nach wenigen
Tagen von einer kriftigen Haut iiberzogen. Sehr ver-
schiedene sporenbildende und sporenfreie Bakterien (Bac.
pumilus, Bact. fluorescens, radiobacter, aérogenes, erythro-
genes u. a.) sowie Pilze konnen den Amidstickstoff assimi-
lieren.

Statt Traubenzucker konnen zahlreiche andere C-Quellen Ver-
wendung finden (z. B. Rohrzucker, Glyzerin, Mannit, Calcium-
laktat usw.), die entsprechende Anderungen in der Mikroflora
hervorrufen.
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Die ,eiweiBschiitzende* Wirkung, die manche Amidsubstanzen
des Futters beim Verdauungsproze8 ausiiben, kann fiir solche Amid-
assimilanten, die Kasein aufldsen, in der Weise demonstriert werden,
daB man Strichkulturen der betreffenden Arten sowohl auf Milchagar
(§ 63) wie auf mit 0,1 °/, Asparagin versetztem Milchagar anlegt.
In jenem Falle findet Aufhellung statt, in diesem dagegen nicht.

104. Ammon -Assimilation. Je 100 ccm der oben
(§ 103) angegebenen Stammlosung werden mit 1°/, Trauben--
zucker sowie mit 0,19, einer der folgenden Stickstoffquellen
versetzt: Ammonsulfat, Ammonacetat, Ammonbutyrat oder
Ammonlaktat. Im iibrigen findet das in § 103 Gesagte
sinngemifie Anwendung.

Verwendung verschiedener C-Quellen liefert hier gleichfalls
eine groBe Zahl von Variationen in der Versuchsanstellung und in
den Ergebnissen.

105. Salpeter - Assimilation. Je 100 ccm der oben
(§ 103) angegebenen Stammlosung werden mit 0,19,
Natriumnitrat sowie mit 19/, Traubenzucker bezw. Glyzerin
versetzt. Weiter ist nach § 103 zu verfahren. Trauben-
zucker pflegt fast nur Schimmelpilze, Glyzerin verschiedene
(gewdhnlich auch einige denitrifizierende) Bakterien zur
Entwicklung kommen zu lassen.

Literatur zu §§ 103—105: Bigerema, Centralbl. f Bakt.,
II. Abt., 28, S. 672 (ausfiihrliche Priifung einer groSen Zahl von
N- und C-Quellen sowie zahlreicher Reinkulturen assimilierender
Organismen).
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XXXI. Keimgehalt des Bodens

106. Nihrboden. Der Bestand an verfiigharen Re-
agenzglisern ist auf 250 Stiick zu erginzen. Nach der in
§§ 6—13 geschilderten Arbeitsweise sind (unter Verwendung
von 1500 ccm Bouillon) fertigzustellen:

70 Glas Fleischgelatine 30 Glas Bouillon
30 Glas Fleischagar 30 Glas Milch .
30 Glas Traubenzucker-Agar 30 Glas Kartoffeln

Die restierende Bouillon wird in einem passenden Kolben
sterilisiert und fiir spiter zuriickgestellt.

Ferner wird Bodenextrakt in folgender Weise bereitet:
1 kg gute, fruchtbare Gartenerde wird entweder mit 1 L
Leitungswasser !/; Stunde im Autoklav bei einer Atmosphire
Uberdruck gehalten, oder sie wird mit 2 L Leitungswasser
2 Stunden iiber offener-Flamme gekocht. Dann wird die
triibe Fliissigkeit abgegossen, mit etwas Talk verriihrt und
durch ein festes (doppeltes) Papier-Faltenfilter filtriert. Der
zuerst durchlaufende, noch triibe Anteil ist auf das Filter
zuriickzugeben. 1 kg Erde liefert ca. 800 ccm Extrakt;
falls zu stark eingedampft wurde, ist auf 800 ccm aufzufiillen.
Dem Extrakt sind 0,059/, KsHPO, hinzuzufiigen. Von dieser
Stammlésung werden je 100 ccm (in analoger Weise wie
Bouillon) zu Bodenextrakt- Gelatine und Bodenextrakt-Agar (je
10—12 Glischen) verarbeitet. Der Rest wird im Liter-
kolben sterilisiert und fiir spiter reserviert.
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Der angegebene Vorrat an Niéhrbdden reicht, abgesehen von
Fleischgelatine und Fleischagar fiir sémtliche in diesem Abschnitt
angegebene Ubungen, sofern nicht besonders ausfiihrliche Unter-
suchungen damit verbunden werden. — Uber die:- auBerdem be-
notigten Nahrsubstrate wird weiterhin das Erforderliche mitgeteilt
werden.

~ 107. Keimgehalt des Bodens. Uber das relativ spir-
liche Vorkommen von Bakterien im Boden kann man sich
direkt durch Betrachtung eines mit ein wenig Erdaufschwem-
mung hergestellten Tusche-Ausstrichpriiparates (§ 24) unter-
richten. Zur Anfertigung von Gufikulturen sterilisiert man
zuniichst 1000 ccm Leitungswasser im 2-Liter-Kolben, fiinf
Reagenzgliser mit je 9ccm Wasser sowie sechs 1-ccm-Pipetten
(im Autoklav oder im Dampftopf) und zwolf leere, sowie
notigenfalls (vergl. § 75) zwei mit Filtrierpapier-Scheiben
gefiillte Petrischalen (im Trockenschrank). Nach erfolgter
Abkiihlung sind je drei Glischen Fleischgelatine, Boden-
extrakt-Gelatine, Fleischagar und Bodenextrakt-Agar in ge-
schmolzenem Zustande (in richtig temperiertem Wasser)
zurechtzustellen. Dann wird 1 g der zu priifenden Erde
(nach § 75) abgewogen und in dem einen Liter sterilisierten
Wassers durch mehrere Minuten fortgesetztes Schiitteln
griindlich verteilt. Nach jedesmaligem kraftigen Durch-
schiitteln werden fortlaufend mit je 1 ccm die erforderlichen
Verdiinnungen in den Reagenzglisern hergestellt (§ 20), je
nach dem zu erwartenden Keimgehalt der betreffenden
Erde /19000 bi8 /1000000 04T /100000 DS /10000000 & in die
entsprechend bezeichneten Schalen gebracht und hier mit
den verschiedenen Nihrsubstraten sorgfiltig vermischt. Die
Gufikulturen werden in bekannter Weise (vergl. §§ 17 und 34)
aufbewahrt und ausgeziihlt. Die am héufigsten vorkommenden
Keime (von jedem Substrat etwa ein bis zwei Stdémme) sind
abzuimpfen, durch erneutes Plattengiefien unter Benufzung
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der entsprechenden Substrate zu reinigen (§ 21) und in be-
kannter Weise zu untersuchen (Kap. V—VIII).

In Erde von miiBiger Fruchtbarkeit pflegt der Keimgehalt
(nach den Ergebnissen der Plattenzihlung) zwischen 100000 und
10 Millionen, in reicherem Boden zwischen 1 und 100 Milliouen
(pro g) zu schwanken. Bei genaueren vergleichenden Untersuchungen
miissen selbstverstiéndlich die Proben in iibereinstimmender Weise
(z. B. mittels eines sauberen Loffels aus der mit dem Spaten glatt
abgestochenen Seitenwand einer kleinen Grube, 8—12 cm unter der
Oberfliche) entnommen und die Ergebnisse durch Parallel-Versuche
gesichert werden. Die Fehlergrenzen bei derartigen Versuchen sind
gro8; mit Riicksicht auf den nur generell orientierenden Charakter
derartiger Untersuchungen hat dies jedoch nicht allzu viel auf sich.

Hihere, aber noch ungenauere Zahlen erhélt man, wenn man
die in den folgenden Kapiteln fiir die verschiedenen Umsetzungen
angegebenen Spezial-Nihrlosungen in kleinen Quantitéten in ge-
eignete GefiBe verteilt, mit etwas sterilisierter Erde versetzt und
nach erfolgter Sterilisation mit den verschiedenen Verdiinnungen
impft, die hierzu noch weiter 'fortgesetzt werden miissen, als oben
angegeben wurde. Um einigermaBen zuverldssige Resultate zu er-
halten, miissen zu derartigen Versuchen stets wenigstens 4 Parallel-
reihen in Gang gebracht werden.

108. Katalase-Probe. Ahnlich wie die Milch (vergl. § 53)
zersetzt auch die Erde Wasserstoffsuperoxyd; die abgespaltenen
Sauerstoff-Mengen sind in diesem Falle aber weit groBer als in
jenem. Humus, Mikroorganismen und anorgauische Bodenbestand-
teile beteiligen sich gemeinsam an dem ProzeB. In der Regel ge-
niigt es, 5 g Erde mit 20 ccm 3proz. Wasserstoffsuperoxyd (1 Teil
Perhydrol Merck | 9 Teile destill. Wasser) zu versetzen; sehr
humusreichen Bioden (Schwarzerden) muB dagegen 40 ccm hinzu-
gefiigt werden, wenn die volle Sauerstoff-Entwicklung beobachtet
werden soll. TFiir Vergleichszwecke scheint es am zweckmiBigsten
zu sein, festzustellen, innerhalb welcher Zeit die ersten 100 ccm
Sauerstoff in Freiheit gesetzt werden. Die im 300-ccm-Erlenmeyer-
Kolben befindliche Erde wird zweckmiBig vor Zugabe des Wasser-
stoffsuperoxyds in 50 ccm  Wasser aufgeschwemmt, das Gemisch
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wilhrend der Beobachtungszeit in Bewegung gehalten und das Gas
in einem graduierten Rohr iiber Wasser aufgefangen. Experimentiert
man mit derselben Erde 1. in frischem Zustande, 2. nach erfolgter
Abtotung der Mikroorganismen und Zerstérung von deren Katalase
durch Behandlung der Erde im Autoklaven bei 2 Atm. Uberdruck
und 3. nach Zerstorung der Humusubstanzen durch Gliihen des
Bodens, so erhilt man ein ungefihres Urteil iiber die Beteiligung
der drei genannten Faktoren am Resultat.

XXXII. Kohlensiure-Produktion
Géirungs-Intensitit

109. Kohlensiure-Produktion. Abnlich wie im Stalldiinger
kann man sich iiber die Atmungs-Intensitit der Gesamtheit der
Bodenorganismen, zugleich natiirlich auch iiber die Zersetzlichkeit
des Humus in der betreffenden Erde annihernd orientieren, wenn
man aus der in Flaschen gefiillten Erde die Kohlensdure in ge-
eignete AuffanggefiBe leitet (vergl. § 95). Will man den natiir-
lichen Verh#ltnissen mdoglichst nahekommen, so kann man mittels
weiter Blechzylinder die erforderlichen Proben aus dem gewachsenen
Erdreich herausbohren und nach zweckentsprechendem Verschlu8
der Behilter die Kohlensiiure-Produktion der in ihrer urspriing-
lichen Lage erhaltenen Erde studieren.

Literatur: Hesselink van Suchtelen, Centralbl. f. Bakt.,
II. Abt., 28, S. 45.

110. Girungs-Intensitiit. Impft man eine wisserige Zucker-
losung (z. B. Leitungswasser + 4 9/, Traubenzucker | 0,19/, Pepton
-+ 0,05°/, K,HPO,) mit 10 Prozent Erde, so veranlassen zahlreiche
Bakterien besonders aus der Gruppe des Aérobacter und Amylo-
bacter eine meist recht lebhafte Entwicklung von Kohlensdure und
Wasserstoff. Durch Wigung der Versuchsgefie zu Beginn und
am Ende wird die GroBe des Gasverlustes festgestellt.

Literatur: R. Albert und Luther, Journal f. Landwirt-
schaft, 56, 1908, S. 361 ff.
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XXXIII. Aérobe Pektin- und Zellulose-Zersetzung?)

111. A@robe Pektin-Zersetzung. Von der in § 91 an-
gegebenen Losung sind je 10 ccm in drei bis vier 50-ccm-
Erlenmeyer-Kolben zu verteilen. Ein Kolben wird mit Erde
geimpft; nach ca. acht Tagen bei 25° C kann die Reinigung
durch fortlaufende Ubertragungen in die anderen Kolben
erfolgen. Die Anh#ufungen sind mikroskopisch (im Tusche-
Ausstrichpriparat) zu priifen. Zur Isolierung dient Fleisch-
gelatine. Neben verschiedenen Schimmelpilzen sind besonders
einige sporenbildende Bakterien (B. asterosporus sowie
Subtilis- und Mesentericus-Varietiiten) an der agroben Pektin-
Zersetzung beteiligt. Die hiufigsten Arten (etwa drei) sind
abzuimpfen und zu diagnostizieren.

112, Aérobe Zellulose-Zersetzung. In zwei Petri-
schalen werden je zwei Scheiben Filtrierpapier gelegt. In
der einen Schale wird zwischen das Papier MgNH,PO, ge-
streut, mit 0,05 proz. wisseriger K,HPO, Losung befeuchtet,
mit humusreicher Erde geimpft und bei 25—30° C kultiviert.
Nach 3—6 Tagen erscheinen braune, durch Bakterien ge-
bildete Flecke.

In der anderen Schale wird das Papier mit derselben
Erde geimpft, aber mit folgender Losung befeuchtet: 100
Leitungswasser, 0,05 NH,NNO;, 0,05 K,HPO,. Kultiviert
wird in diesem Falle bei Zimmertemperatur; von Zeit zu Zeit
ist von neuem anzufeuchten. Nach zwei bis drei Wochen
wachsen verschiedene zellulosezersetzende Schimmelpilze.

Der Verlauf der Organismen-Entwicklung ist eingehend
mikroskopisch zu verfolgen. Uber Reinkulturen der aéroben
Zellulose-Bakterien ist bisher nichts Niiheres bekannt ge-
worden. Die Schimmelpilze kionnen in der allgemein iib-

) Wegen der im Boden ebenfalls vorkommenden anaéroben
Pektin- und Zellulose-Zersetzung vergl. Kap. XXV,
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lichen Weise isoliert und fortgeztichtet werden (vergl. auch
§ 86). |

Wegen Zellulose-Zersetzung durch denitrifizierende Bakterien
8. § 122.

XXXIV. Verarbeitung von Methan, Wasserstoff
und Kohlenoxyd?)

118. Verarbeitung von Methan. Zur Anhéufung dient fol-
gende Lisung (nach Shngen): 100 destill. Wasser, 0,1 Mg NH,PO,,
0,05 K,HPO,, 0,01 CaS0,, in flacher Schicht im Erlenmeyer-Kolben.
~ Nach Einimpfung von mit Stallmist gediingter Erde, Jauche oder
Grabenwasser wird in dem mit geeignetem Verschluf (z. B. mit
doppelt durchbohrtem Stopfen mit zwei Glasrohren) versehenen
Kolben eine Atmosphire aus Methan und Sauerstoff hergestellt.
Das Methan kann aus Natrium-Acetat entwickelt werden; es ist
vor dem Einleiten mittels Bromwasser und Natronlauge zu waschen.
Nach 2—4 Tagen bei 30—37° C entwickelt sich Bac. methanicus fast
rein als rotliche Haut auf der Fliissigkeit; er kann auf Fleisch-
gelatine isoliert werden.

Literatur: S6hngen, Centralbl. f. Bakt., IT. Abt., 15, S. 514
(hier auch Abbildung eines besonders fiir diesen Zweck konstruierten
Apparats); Kaserer, Zeitschr. f. d. landw. Versuchs-Wesen in
Osterreich, 8, 1905, S. 790, 793, Centralbl. f. Bakt., II. Abt., 15,
S. 574 1.

114. Verarbeitung von Wasserstoff. Zur Anh#ufung kann
nachstehende Losung benutzt werden: 100 destill. Wasser, 0,2 KNO,,
0,1 NaHCO,, 0,05 K,HPO,, 0,02 MgSO,, Spur Fe,Cl;, in flacher
Schicht im Erlenmeyer-Kolben (oder besser in dem auf S. 51 er-
wihnten, gasdichten Girapparat nach Hofstaedter, dessen langer
Schenkel mit Knallgas gefiillt wird). Nach erfolgter Impfung mit
Erde wird eine etwas CO, enthaltende Knallgas-Atmosphire her-

) Eventuell konnen die Versuche iiber die Verarbeitung: von
Methan und Wasserstoff mit Experimenten iiber die Bildung dieser
Gase kombiniert werden; vergl. Kap. XXVI und XXVIL
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gestellt; der Wasserstoff ist durch CuSO,, saure und alkalische
K Mn,O4-Losung und konz. Hy;SO, zu reinigen. Kultiviert wird bei
27—383° C, isoliert auf Fleischgelatine oder auf dem in § 115 an-
gegebenen Agar. Im ersteren Falle werden am h#éufigsten gelbe
Kurzstibchen (aus der Verwaudtschaft des Bact. turcosum) erhalten,
im letzteren Bac. oligocarbophilus.

Literatur: Kaserer a. a. O. (s. § 113) und Centralbl. f. Bakt.,
II. Abt.,, 16, S. 685f. (der von ihm Bac. pantotrophus genaunte
Organismus ist mit Bact. turcosum identisch), Nabokich und
Lebedeff, Centralbl. f. Bakt., I1. Abt., 17, S. 350, Niklewski,
Jahrb. f. wissenschaftl. Botanik, 48, 1910, S. 113—142.

115. Verarbeitung von Kohlenoxyd. Auf der fiir den Nitri-
fikationsversuch (§ 100) angegebenen Ammonsulfat-Losung kommt
bei Aufbewahrung der mit Erde geimpften Kolben in der Leucht-
gas-haltigen Laboratoriumsluft nicht selten nach 2 -3 Wochen eine
trockene, weiBe Kahmhaut zur Entstehung, die vornehmlich von
dem Kohlenoxyd-assimilierenden Bac. oligocarbophilus gebildet wird.
Zur speziellen Anbéiufung dieser Art ist jene Losung (ohne Kreide-
zusatz) zu benutzen; nach Impfung mit Erde wird bei 20—25°C
kultiviert und von Zeit zu Zeit etwas Leuchtgas in den Aufbewah-
rungsraum eingeleitet. Die Isolierung erfolgt entweder auf Gips-
platten (s. § 121) oder auf besonders priparierten Agarplatten: Das
Agar ist zundchst durch Auslaugen mil destilliertem Wasser von
allen loslichen Bestandteilen sorgfiltig zu befreien, danach wird es in
Mengen von 17/, %/, einer geeigneten Lisung (100 Wasser, 0,01 KNO,,
0,01 K,HPO,) hinzugefiigt.

Literatur: Beijerinck und van Delden, Centralbl. f. Bakt.,
II. Abt, 10, S. 34 {f.

XXXYV. Ammoniakbildung aus organischen
Stickstoff-Diingern
116. Niihrbdden. Je nach ihrem Stickstoffgehalt sind

die verschiedenen organischen Diingemittel in passenden
Mengen (von Fleischmehl, Hornmehl, Blutmehl 1%/, von
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Knochenmehl, getrocknetem Griindiinger usw. 3°/) in kleine
Erlenmeyer-Kolben oder in Reagenzgliser (fiir je zwei Ver-
suche, vergl. §§ 117 bezw. 118) abzuwiegen und jedesmal
mit ca. 10 ccm Leitungswasser aufzuschwemmen. Dem
Wasser sind, sofern es sich nicht, wie beim Knochenmehl,
um phosphorséurereiche Materialien handelt, 0,05°/, K;HPO,
hinzuzufiigen. Vergleichshalber konnen 1-proz. Pepton- bezw.
Gelatine-Losungen nebenbei Verwendung finden. Zur Iso-
lierung der aéroben Ammoniakbildner ist Fleischgelatine,
fiir die Anaéroben Fleischagar zurechtzustellen?).

117, Aérobe Ammoniakbildung. Je zwei Erlenmeyer-
Kolben der verschiedenen Aufschwemmungen werden mit
ca. 109/, Erde geimpft und, nachdem jedesmal ein Kolben
fiinf Minuten im stromenden Dampf pasteurisiert worden
ist, bei 200 C aufbewahrt. Nach fiinf bis zehn Tagen ist
starke Triibung, Deckenbildung und mehr oder minder deut-
licher Féulnisgeruch wahrnehmbar. Die vorhandenen Formen
sind mikroskopisch festzustellen. Weiterhin anzufertigende
Gelatineplatten pflegen von den nicht pasteurisierten Kolben
vorwiegend Kurzstibchen (Fluoreszenten, Bact. punctatum,
vulgare, prodigiosum, coli,radiobacter u.a.), zuweilen auch Kok-
ken zu liefern, withrend aus den pasteurisierten Losungen in der
Regel B. mycoides, subtilis, mesentericus und andere, meist
besonders kriftige Ammoniakbildner erhalten werden.

Die Wirksamkeit der Reinkulturen kann in den zugehdrigen
Liosungen gepriift werden, denen vor dem Sterilisieren zweckmiBig
etwas (im Trockenschrank in diinner Schicht auf 200° C erhitzte)
Erde beizugeben ist. Das Ammoniak wird nach Zugabe von MgO

1) Zur Ergiinzung des Bestandes an Fleischgelatine und Fleisch-
agar sind 1000 ccm Bouillon und hieraus ca. 580 cem Gelatine (fiir
70 Glidschen) und 820 ccm Agar (fiir 40 Gldschen) zu bereiten. Der
verbleibende Bouillonrest wird mit dem bereits vorhandenen (vergl.
§ 106) vereint, sterilisiert und fiir etwaigen spiteren Bedarf aufbewahrt.
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abdestilliert, und durch Vergleich mit der aus den sterilen Kontroll-
kolben erhaltenen Menge das durch die Bakterien abgespaltene
Quantum berechnet.

118. Anaérobe Ammoniakbildung. Von je zwei mit
den betreffenden Aufschwemmungen beschickten Reagenz-
glidsern ist nach erfolgter Impfung eins in der soeben an-
gegebenen Weise zu pasteurisieren. Nach Anbringung des
Pyrogallol-Verschlusses wird bei 38° C kultiviert. Sobald
(nach etwa fiinf Tagen) eine kriftige Zersetzung eingetreten
ist, wird mikroskopiert und die beteiligten Ana&roben in
bekannter Weise (§ 41ff.) isoliert. Aus den nicht pasteu-
risierten Glisern konnen besonders verschiedene Strepto-
kokken-Varietiten erhalten werden, aus den pasteurisierten
allerhand Formen aus der Gruppe des Bac. putrificus, die
meist durch Bildung widerlich riechender Substanzen aus-
gezeichnet sind. :

XXXVI. Ammoniakbildung aus Harnstoff und
aus Cyanamid

119. Harnstoff-Zersetzung, Neben den in § 97 an-
gegebenen Substraten kommen fiir die Anhédufung der Harn-
stoffbakterién des Bodens namentlich eiweififreie Harnstoff-
lésungen in Betracht, und zwar:

1. Bodenextrakt + 0,05°/, K, HPO, -+ 5°/, Harnstoff,

2. Losung nach Sihngen: 100 Leitungswasser, 5 Harnstoff,
0,05 K,HPO,, 0,5—1 Ammon- oder Calcium-Malat, Calcium-Citrat
oder -Tartrat.

Mit den beiden Losungen sind einige Reagenzglidser
zu fiillen und nach Impfung mit Erde bei 20—30° C zu
kultivieren. Eventuell konnen durch Pasteurisieren der ge-
impften Gliaser die Sporenbildner ausgelesen werden (vergl.
§ 117). Zur Isolierung dient entweder Harnstoff-Fleisch-
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Gelatine bezw. Harnstoff-Fleisch-Agar (nach § 97), oder es
wird aus den angegebenen Losungen, denen man fiir diesen
Fall aber nur 1%/,%, Harnstoff zusetzt, das entsprechende
Agar bereitet. Neben Bact. erythrogenes und anderen gelb-
wachsenden Kurzstibchen kommen meist Varietiten von
Bact. vulgare zur Entwicklung, in den pasteurisierten Lo-
sungen besonders Bac. pumilus und andere Sporenbildner.
Bac. Pasteurii fehlt, da er nur in eiweif3haltigen Harnstoff-
losungen zu wachsen imstande ist.

Literatur: Lohnis, Centralbl. f. Bakt., 1I. Abt., 14, S. 714;
Séhngen, ebenda, 28, S. 94 ff.

120. Cyanamid-Zersetzung. 150 ccm des (nach § 106
bereiteten) Bodenextrakts 4 0,05%, K;HPO, werden mit
0,29, Kalkstickstoff, 0,01¢%, Asparagin und 0,01, Trauben-
zucker versetzt. 50 ccm dieser Aufschwemmung werden
auf einige Reagenzgliser verteilt, von denen man ein oder
zwei sogleich mit Erde impft, wihrend die iibrigen durch
dreimaliges Erhitzen im stromenden Dampf sterilisiert werden.
Die restierenden 100 ccm versetzt man mit 10%, Gelatine
und verarbeitet sie in bekannter Weise; die Reaktion muf}
in diesem Falle deutlich alkalisch sein. Nach ein bis zwei
Wochen ist aus den Anh#ufungskulturen zunichst in die
Losung abzuimpfen, und weiterhin sind von hier aus Kalk-
stickstoffgelatine- Gufikulturen anzufertigen. Die zur Ent-
wicklung kommenden Organismen sind Harnstoffbakterien
(meist gelbwachsende Kurzstibchen), die den aus dem
Cyanamid unter der Einwirkung von Bodenkolloiden (Humus,
Zeolithen usw.) zuniichst entstehenden Harnstoff in Ammo-
niak iiberfiihren. Sie konnen auf den Standard-Nihrboden
fortgeziichtet werden.

Ob direkt Cyanamid- zersetzende Organismen im Boden titig
sind, ist noch nicht sichergestellt. Durch Porzellanfiltration (vergl.
§1, 8.9) keimfrei gemachte Cyanamidlésungen bleiben auch nach
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Impfung mit keimreichen Erdausziigen meist unverdndert, nur bei
Gegenwart der kolloiden Erdbestandteile tritt eine lebhafte Harn-
stoffbildung ein, der dann die durch Bakterien bewirkte Ammoniak-
bildung folgt. Das Erhitzen der Kalkstickstofflosung im Dampf
macht ebenso wie der Erdzusatz die Bakterien-Entwicklung moglich.

Uber dic Intensitit, mit der die Cyanamid-Zersetzung in ver-
schiedenen Erden verlduft, kann man sich in der Weise orientieren,
daB man die betreffenden Erden mit der entsprechenden Menge
Kalkstickstoff vermischt und dann nach kiirzerer oder lingerer Zeit
Keimungsversuche darin ausfiihrt. Stérungen in der Keimung er-
weisen die ungeniigende Zersetzung.

Literatur: Lohnis, Centralbl. f Bakt., IL. Abt., 14, S. 87,
389; Ulpiani, Gazetta chimica ital., 40, 1910, I, S. 613 (ref.
Centralbl. f. Bakt.,, 1I. Abt., 29, S. 235); Reis, Biochem. Zeit-
schrift, 25, S. 460, 477; Kappen, Centralbl. f. Bakt., II. Abt., 26,
S. 633. Betr. Cyanamid-Darstellung sowie Cyanamid- und Harnstoff-
Bestimmung vergl. Caro, Zeitschr. f. angewandte Chemie, 28, 1910,
S. 2405 ff.

XXXVII. Nitrifikation. Denitrifikation
Nitratreduktion

121. Nitrifikation. Die Salpeterbakterien sind auf
den gewdhnlich benutzten festen Nihrbdden nicht zur Ent-
wicklung zu bringen. Die Gewinnung von Reinkulturen
mufl demgem&f aus den nach § 100 vorbereiteten Anhiufungs-
kulturen!) entweder mit Hilfe des Tuschepunkt-Verfahrens
(§ 48) oder (bei 25—30° C) unter Verwendung spezifischer
Substrate erfolgen. Solche sind bereits in gréfierer Zahl
angegeben worden; trotzdem ist die Rein- und Fortziichtung
der nitrifizierenden Organismen auch gegenwirtig noch eine
der schwierigsten, bakteriologischen Aufgaben. Relativ am

1) Recht lebhafte Nitrifikation pflegt man auch in Boden-
extrakt + 1%y, (NH,),80, 4 0,5 %,, K,HPO, + Kreide nach Impfen
mit Erde zu erhalten.
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empfehlenswertesten erscheinen zur Ziichtung der Nitrit-
bakterien die Gips-Magnesia-Platten nach Omelianski
und Makrinoff:

300 g Gips, 3 g MgCO,; und 3 g MgNH,PO, werden sorg-
filtig gemischt und mit einer unter Verwendung von humusreicher
Erde (ca. 250 g pro Liter) bereiteten wisserigen Aufsthwemmung
zu einer homogenen, teigartigen Masse angeriihrt. Diese bringt
man auf eine Spiegelglasplatte, streicht sie mit einem Messer zu
einer 1/;—2/, em hohen Platte aus und fertigt daraus (durch Aus-
stechen mittels einer ca. 8 cm im Durchmesser haltenden Glas-
schale) in die Petrischalen passende Scheiben sowie (durch Zu-
rechtschneiden mit dem Messer) in die Reagenzgliser einzulegende
Streifen. Nach dem vollstindigen Erhiérten werden sie mit den
GlasgefiBen trocken sterilisiert, von unten her mit der Néhrlosung,
aus der man in diesem Falle das Ammonsulfat und das basische
Magnesiumkarbonat fortliBt, befeuchtet und an der Oberfliche aus
den Anh#ufungskulturen geimpft. Neben den gelbbraunen Nitrit-
bakterien-Kolonien kommen oft Ansammlungen des Bac. oligocarbo-
philus mit zur Entwicklung (vergl. § 115).

Fiir die Nitratbildner brachte Winogradsky fo]gendes
Nitritagar in Vorschlag:

1000 Wasser, 15 Agar, 2 NaNO,, 1 Na,CO,, 0,5 K,HPO,.

Wihrend die Nitritbakterien in der gewshnlichen Weise
.gefiirbt werden konnen, ist bei den Nitratbakterien nach
der Sporen-Firbungsmethode (§ 36) zu verfahren.

Literatur: Winogradsky, Centralbl. f. Bakt., II. Abt., 2,
8. 425; Omeliausky, ebenda, 5, S. 652; Makrinoff, ebenda, 24,
S. 419.

122. Denitrifikation. Neben den in § 101 angege-
benen Lisungen (Salpeterbouillon und Giltay-Losung) konnen
speziell fiir denitrifizierende Bodenorganismen noch folgende
Anhiufungs-Flissigkeiten Verwendung finden:

a) 100 Leitungswasser, 2 Calcium-Tartrat, -Citrat oder -Malat,

0,1 —2 KNO;, 0,05 K,HPO,;
Léhnis, Praktikum. 9
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b) 100 Leitungswasser, 2 Filtrierpapier oder Watte (Zellulose),
0,25 KNO,, 0,05 K,HPO,.

Nach Impfung mit Erde wird bei 38° C kultiviert und
aus den in Kkriftiger Géirung befindlichen Gldsern mehrmals
in die gleiche Losung iibergeimpft. Die beteiligten Bak-
terien (Bact. Stutzeri, Fluoreszenten u. a.) werden auf Sal-
peteragar (s. § 101) isoliert und auf den Standard-Nahrbsden
fortgeziichtet.

Literatur: Van Iterson, Centralbl. f. Bakt.,, II. Abt., 11,
S. 690 ff., 12, S. 108 ff.

128. Nitratreduktion. Wie aus dem Diinger (§ 102) konnen
auch aus dem Boden leicht zahlreiche Arten nitratreduzierender
Keime gewonnen werden. Eventuell sind die vorhandenen Kulturen
von Erdorganismen direkt nach den in § 102 angegebenen Methoden
auf etwaige Befihigung zur Nitritbildung zu priifen.

XXX VIIL Knollchenbakterien

124, Mikroskopische Priifung der Knéllchen. Aus
den sauber abgespiilten, aseptisch aufgeschnittenen Knéllchen
verschiedener Leguminosenarten und ungleichen Alters sind
gefirbte Ausstrichpriparate anzufertigen. Die Verschieden-
heiten der Bakterienformen sowie das differierende Ver-
halten der Organismen bei der Férbung nach Gram (§ 35) sind
eingehend zu studieren. Desgleichen sind von Knéllchen
verschiedener Altersstadien Schnittpriparate nach den Regeln
der botanischen Mikrotechnik herzustellen und zu unter-
suchen.

Nach Hiltner (Lafars Handbuch d. techn. Mykologie, Bd. 8,
S. 40) kann man die eindringenden bakterienhaltigen Schleimmassen
in jungen Knollchen besonders gut dadurch sichtbar machen, daB
man die Schnitte in ein Farbebad bringt, das durch Auflosen
gleicher Teile Fuchsin und Methylenblau in 1-proz. Essigsdure her-
gestellt wurde. Die Knollchenzellen werden blau, die Bakierien rot,
die Schleimfiden gar nicht geférbt.
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125. Isolierung der Knéllchenbakterien. 250 ccm
des (nach § 106 hergestellten) Bodenextrakts 4 0,05/,
K,;HPO, werden mit 19, Mannit versetzt und zu 125 ccm
dieser Losung 1'/,%, Agar hinzugefiigt. Nach erfolgter Fil-
tration wird das Agar in Reagenzgliser, das Mannit-Boden-
extrakt teils in kleine Erlenmeyer-Kolben, teils in Reagenz-
gliser portioniert und sterilisiert?).

Einige reingewaschene Knollchen werden etwa fiinf
* Minuten in 1%, Sublimatlésung, danach in Alkohol gelegt
und (beim Durchziehen durch die Flamme) der anhaftende
Alkohol-Rest abgebrannt. Dann wird das auf sterilisierter
Unterlage (abgeflammtem Objekttriger oder dergl.) befind-
liche Knollchen mit einem (in der Flamme) sterilisierten
Messer geoffnet und mit der Platinnadel aus dem mit Bak-
terien erfiillten Teil eine Abimpfung in ein zuvor geschmol-
zenes, auf 45° C abgekiihltes Mannit-Agar-Rohrchen an-
gelegt. Von hier aus sind die erforderlichen Verdiinnungen
(im gleichen Substrat) anzufertigen und zu Gufikulturen
zu verarbeiten. Gleichzeitig konnen auch aus den Knoll-
chenbakterien-Handelskulturen (Azotogen, Nitragin usw.)
GuBkulturen hergestellt werden. Nach einigen Tagen er-
scheinen meist in iiberwiegender Anzahl die kreisrunden,
weifllich-durchscheinenden, oft mit kompakterem weifilichen
Zentrum versehenen, Schleimtropfen #hnlichen, fein granu-
lierten Kolonien der Knollchenbakterien. Diese selbst besitzen
noch simtlich die normale (nicht verzweigte) Kurzstibchen-
Form und sind grifitenteils lebhaft beweglich. Zur Fort-
ziichtung dienen am besten Mannit- Agar-Strichkulturen.
Auf den Standard-Niahrboden wachsen die Knollchenbakterien
nur sehr kiimmerlich.

1) Gleichzeitig ist, falls erforderlich, die noch vorhandene
Bouillon (S. 125, Anm. 1) auf Gelatine, Agar und Traubenzucker-

Agar zu verarbeiten.
9*
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126. Stickstoffbindung und Infektions-Versuche.
Impft man die Reinkulturen in Mannit-Bodenextrakt, so
entwickeln sich in 8—14 Tagen reichliche, weifie Schleim-
massen, in denen bei hinreichend langer Versuchszeit auch
die typischen Hypertrophien (wie in den Knéllchen) ent-
stehen. Kommen grofiere Mengen Versuchsfliissigkeit (100 ccm
in 300-cm-Erlenmeyer-Kolben) zur Verwendung, so kann
nach drei Wochen eine deutliche Stickstoif-Zunahme (nach
Kjeldahl) nachgewiesen werden. Ist an ilteren Kulturen
das Stickstoff-Bindungsvermogen verloren gegangen, so kann
es dadurch regeneriert werden, dafl man die betreffenden
Bakterien in (im Reagenzglas) sterilisierte Erde impft.

Die Priifung der Infektionskraft einer Kultur kann man
(nach Harrison und Barlow) in der Weise vornehmen,
dafl man aseptisch herangezogene Keimlinge?!) der Versuchs-
pflanzen in 2-Liter-Kolben bringt, die je 300 ccm Asche-
Maltose-Agar enthalten (4 g Holzasche werden mit 1000 ccm
Leitungswasser ausgelaugt und dem Extrakt 49, Maltose
und 2¢,, K,HPO, hinzugefiigt). Die Pflanzen kénnen in
den mit Watte verschlossenen Gefifien leicht steril erhalten
werden, ebenso ist der Erfolg einer Impfung in dem durch-
scheinenden Substrat gut zu kontrollieren.

Literatur: Harrison and Barlow, Centralbl. f. Bakt.,
I1. Abt, 19, S. 268 (mit Photogrammen).

XXXIX. Freilebende Stickstoff-Assimilanten

127. Aérob stickstoffixierende Bakterien. In kleinen
Erlenmeyer-Kolben befindliches Mannit-Bodenextrakt (vergl.

}) Die zunichst griindlich mit Wasser gereinigten Samen
werden 30 Minuten in 2°,, Sublimatlésung gelegt und danach in
sterilisiertem Wasser sorgfiltig gewaschen. Durch Auflegen auf
sterile Gelatine-Platten konnen sie auf ihre Keimfreiheit gepriift
werden. Danach sind sie in das sterilisierte Keimbett zu iibertragen.
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§ 125) wird mit Erde geimpft uud 5—10 Tage bei 20—30° C
gehalten. Es bildet sich eine runzelige, 'erst weifiliche
spiiter braune Haut (sicherer im Winter als im Sommer,
und regelmifiger bei Verwendung fruchtbarer Erde als bei
armem oder saurem Boden). Das gefiirbte Ausstrichpréparat
pflegt das in Abb. 39 wiedergegebene Bild zu liefern.
Zwischen den groflen Azotobacter-Zellen sind vereinzelt
kleine, schlanke Stibchen wahrnehmbar. Fast stets handelt
es sich hierbei um eine den Knollchenbakterien nahestehende,
ebenfalls schwach stickstoffbindende Form, das Bact. radio-
bacter. Aufler den genannten Arten

kommen aber auch noch, und be-

sonders wenn Azotobacter, der

kriftigste der bisher bekannten
Stickstoff-Assimilanten, zuriicktritt,

zahlreiche andere sporenfreie und

sporenbildende Bakterien zur Ent-

wicklung, die meist ebenfalls schwach

Stickstoff fixieren.

Die. Trennur'xg von Azotobacte.r Azotob :clt’:;‘_l":z;lk““ur.
und Radiobacter ist (wegen der schlei- Vergr. 700-fach.
migen Beschaffenheit der Zellhdute)
oft recht schwierig. Am ehesten kommt man zum Ziele, wenn
man als Ausgangsmaterial zur Mannit-Agar-Gufikultur eine Ab-
impfung in Mannit-Bodenextrakt verwendet, die aber noch
keine Hautbildung, sondern nur erst schwache Triibung zeigt.

Auf den Standard-Nihrboden wiichst Azotobacter nur
miflig, dagegen sehr gut auf Gipsplatten, die mit Mannit-
losung getrinkt sind. Besonders die braun bis schwarz
werdenden Formen liefern sehr charakteristische Bilder.
Die durch Einimpfen der Reinkulturen in Mannit-Losung
erzielbaren Stickstoffernten werden durch Zugabe von Humus
oder humusreicher Erde meist betréichtlich erhoht.
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Literatur: Beijerinck, Centralbl. f. Bakt., IIL. Abt., 7,
S. 574 (Azotobacter-Photogramme); Lohnis, ebenda, 14, S. 582 ff.
(Bact. radiobacter und andere Stickstoff-Assimilanten); Lohnis und
Westermann, ebenda, 22, S. 234 ff. (vergleichende Untersuchungen
der verschiedenen Azotobacter-Formen); Krzemieniewski, An-
zeiger d. Akad. Krakau, mathem.-naturw. Klasse, 1908, S. 993 ff.
(Nachweis der Humuswirkung).

128. Anaérob stickstoffixierende Bakterien. Nicht
selten, besonders bei schwacher Entwicklung des Azoto-
bacter geht die zu dessen Anhdufung bestimmte Mannit-
losung in Buttersiure-Gérung iiber. Die in diesem Falle
titigen Formen aus der Gruppe der Bac. amylobacter erhilt
man sicher, wenn man eine wisserige Dextrose-Losung (2 g
Traubenzucker in 100 ccm Leitungswasser zu je 10 ccm) in
Reagenzgliser verteilt, reichlich mit Erde impft, 15 Mi-
nuten bei 80° C pasteurisiert und dann bei 30—38° C der
Girung iiberlaflt. Zur Isolierung dient Traubenzucker-Fleisch-
agar in Burri-Rohren (§ 41). Die Fortziichtung hat anaérob
auf zuckerhaltigen Substraten zu erfolgen. Von Zeit zu
Zeit ist das Pasteurisieren zu wiederholen. Allen Amylo-
bacter-Formen, die z. B. aus Milch, Flachs oder aus irgend
einem andern Medium geziichtet wurden, kann die Be-
fahigung zur Stickstoffbindung durch Kultur in sterilisierter
Erde verliehen werden. -

129. Stickstoffixierende Algoen. Leitungswasser 4 0,02,
K,HPO,, geinpft mit 1—2°, Erde, gibt bei reichlicher Liiftung
im Licht nach 4—8 Wochen eine mehr oder minder kréftige
Vegetation hauptséchlich von blaugriinen Algen. Unter diesen be-
finden sich (schwierig, auf sorgfiltig ausgewaschenem, mit wisseriger
Kaliphosphat-Lisung getrinktem Agar zu isolierende) stickstoff-
bindende Arten. Nebenbei sind aber auch stickstoffixierende Bak-
terien zugegen, die von den nicht selbst stickstoffbindenden Algen die
nitigen Kohlenstoff-Verbindungen beziehen und ihnen im Austausch
stickstoffhaltige Nahrung liefern. Werden die Versuche durch
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Monate und Jahre fortgefiihrt, so entsteht allmihlich dhnlich wie
in der Natur auf feuchten, stickstoffarmen Sandstellen eine dicke,
griine Algendecke, deren ansehnlicher Stickstoffgehalt fast aus-
schlieBlich der Luft entstammt.

‘XL. Umsetzung mineralischer Substanzen

130. Phosphat-Lésung. Leitungswasser 4-2°/, Trauben-
zucker fiillt man in kleine Erlenmeyer-Kolben, in die vor-
her etwas Erde und eine kleine Messerspitze voll Di- oder
Tri-Calcium-Phosphat gebracht wurde. Es wird bei 38°C
kultiviert. Nachdem die bald eintretende Gérung einige
Tage gedauert hat, werden Gufikulturen angelegt unter
Verwendung von Bodenextrakt-Agar + 29/, Traubenzucker.
Bevor man das geimpfte Agar in die Schalen eingiefit,
bringt man in jede eine geringe Menge zuvor im Trocken-
schrank (im Reagenzglas) sterilisiertes Di- oder Tri-Calcium-
Phosphat. Durch Hin- und Her-Neigen wird die gleich-
miflig schwach getriibte Phosphat-Platte hergestellt. Die
bei 38° C zur Entwicklung kommenden s#urebildenden
Kolonien 16sen das Phosphat und umgeben sich mit einem
durchscheinenden -Hof (ihnlich wie die Milchsiurebakterien
auf dem Kreideagar, Tafel III, Abb. 1, S. 82).

181. Eisenbakterien. Das Vorhandensein von Eisenbakterien
in Wissern kann dadurch nachgewiesen werden, daB die betreffenden
‘Wasserproben mit 0,05°/, Eisen-Ammon-Citrat versetzt und in hoher
Schicht in Reagenzglisern aufbewahrt werden. Gegebenen Falles
entstehen nach einiger Zeit gelbliche Hidute, Flocken und Absitze
von Eisenbakterien. Diese sind mikroskopisch zu priifen. Als
Nihrsubstrat empfahl H. Molisch eine Gelatine, bereitet aus Torf-
extrakt (gewonnen durch Auskochen eines Torfziegels) + 259/,
Mangan-Pepton.

Literatur: Molisch, Die Eisenbakterien. Jena 1910.
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182. Schwefelwasserstoff- Bildung. Zahlreiche Bakterien-
Arten bilden in Fleischbouillon Schwefelwasserstoff, wie an einem
eingehéingten Bleiazetat-Papierstreifen erkannt werden kann (vergl.
§ 31). Kriftige Entwicklung erhélt man, wenn msn Bouillon mit
etwas Schwefelblume versetzt und mit Erde, Diinger und dergl.
impft. Zur raschen Erkennung der beteiligten Bakterien dient die
(von Beijerinck angegebene) BleiweiBprobe. Das geimpfte
Fleischagar (oder Fleischgelatine) wird in der Petrischale mit Blei-
karbonat vermischt; die H,S-bildenden Kolonien umgeben sich mit.
einem braunen Hof. Man kann auch (nach Fromme) Fleisch-
gelatine mit 3¢/, Eisentartrat versetzen, die durch H,S schwarz
gefirbt wird.

Literatur: Beijerinck, Centralbl. f. Bakt., II. Abt., 6,
S. 196; Fromme, Uber die Beziehungen des metallischen Eisens.
usw., Diss. med. Marburg 1891.
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I. Schliissel zur Bakterien-Bestimmung

Micrococcus Cohn

Meist kreisrnnde, zu zweien oder in Haufen, nie in Ketten

oder in

Paketen gelagerte Zellen.

A. Auf Gelatine und Agar weiB, grau, gelb oder orange

L

II.

III.

Gelatine verfliissigt, Milch koaguliert
a) WeiB — «) hiinfig pathogene Form
M. pyogenes 1 albus (Rosenb.) Lehm, et Neum.
) nicht pathogene Form
M. acidi laclis R. Kriiger
b) Gelb — «) hiufig pathogene Form
M. pyogenes 8 citreus (Passet) Lehm. et Neum.
B) nicht pathogene Form
M. luteus Cohn emend. Lehm. et. Neum.
¢) Orange —«) hiufig pathogene Form
M. pyogenes o aureus(Rosenb.) Lehm. et Neum.

Gelatine nicht verﬂusmgt Milch koaguliert
a) WeiB . . . . . . « . M lactis acidi Leichm.
b) Gelb . . . . .« . . M. lactis acidi Marpm.

¢) Orange- rbthchbrnun « « « « M. umbilicatus R. Weif

Gelatine verfliissigt, Milch nicht koaguliert

a) WeiB . . . . . .« . .« . M. butyri Keith.
b)Gelb . . . . . . . . . M chromoflavus HuSB.
¢) Grau-orange . . . . . . . M. cremoides Zimmerm.

d) Braungelb . . . . . M badius Lehm. et Neum.
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IV. Gelatine nicht verfliissigt, Milch nicht koaguliert

a) Weif — o) unbeweglich . . . M. candicans Fliigge.

B) beweglich . . M. agilis albus Catterina.
b) Gelb e M. sulfureus Zimmerm.
¢) Orange. . . . . . . . M. aurantiacus Cohn.

d) Braungelb . . . . M. versicolor (Guillebeau) Lhs.
e) Durchscheinende, irisierende Auflagen
] M. concentricus Zimmerm.
V. Starke Schleimproduktion, besonders in Milch
a) Gelatine verfliissigt . . M. Freudenreichii Guillebeau
b) Gelatine nicht verfliissigt M. pituitoparus (Hohl) Lhs.
B. Auf Gelatine und Agar rosa — kirschrot
o) unbeweglich M. roseus (Bumm) Lehm. et Neum.
8) beweglich . . . . . . M. agilis Ali-Cohen.
C. Auf Gelatine und Agar kobaltblau
M. cyaneus (Schréter) Cohn.

Sarcina Goodsir
Meist kreisrunde, bei Ziichtung in flissigen Substraten in
Warenballen-dhnlichen Paketen gelagerte Zellen.
A. Auf Gelatine und Agar weiB, grau, gelb oder orange
a) Wei8 — grau. — o) unbeweglich S. alba Zimmerm.
B) beweglich, sporenbildend
S. pulmonum Virchow.
b) Gelb. — o) unbeweglich
8. lutea Fliigge, emend. Lehm. et Stubenr.
£) beweglich, sporenbildend
S. ureae (Beijerinck) Lhs.
¢)Orange . . . . . . . . & auraniiaca Fliigge.
d) Braungelb . . . . . . . . 8. fulva Stubenrath.
B. Auf Gelatine und Agar rosa — kirschrot
8. rosea Schriter emend. Zimmerm.

Streptococcus Billroth

Runde, lanzettliche bis deutlich kurzstébchenformige, bei
Ziichtung in flissigen Substraten in Ketten angeordnete Zellen.
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A. Gelatine nicht verfliissigt
I. Milch koaguliert
a) Gasbildung aus Traubenzucker Str. mustitidis Guillebeau.
b) Keine Gasbildung aus Traubenzucker
a) Zellen rund oder in Scheiben, nicht selten pathogen
Str. pyogenes Rosenb,
B) Zellen rund, lanzettlich oder (besonders in Pepton-
bouillon) deutlich kurzstibchenférmig
Str. lactis (Lister) Lhs.
II. Milch nicht koaguliert
a) Gasbildung aus Traubenzucker . . Str. Kefir Migula.
b) Keine Gasbildung aus Traubenzucker
Str. lactis innocuus Lhs.
III. Schleimbildung in Milech . . . 8ir. hollandicus Scholl.
B. Gelatine verfliissigt
a) weiBwachsend Str. gracilis (Escherich) Lehm. et Neum.
b) gelb bis griingelb gefirbt . Str. coli brevis Escherich.

Bacterium Cohn emend. Hueppe
Sporenfreie Stibchen, meist relativ kurz, zuweilen in Fiden,
gerade oder (selten) schwach gekrimmt.
A. Auf Fleisch-Ndahrboden nicht oder nur kiimmerlich
wachsend.
1. Lange, unbewegliche Stibchen, oft deutlich anaérob
Bact. caucasicum (v. Freudenr.) Lehm. et Neum.
2. Kurze, zum Teil bewegliche Stébchen, deutlich aérob
: Bact. radicicola (Beijck.) Prazm.
B. Auf Fleisch-Nahrboden gut wachsend.
I. WeiB bis grau, zuweilen schwach rotlich gefirbt. Meist
keine Verfirbung des Substrats. Selten werden Agar oder
Gelatine braunlich.
1. Kolonien rund, gekerbt oder blattartig
a) Gelatine nicht verfliissigt
a) unbeweglich
1. Milch koaguliert, Gasbildung aus Milchzucker
Bact. acidi lactici (Hueppe),
Bact. aérogenes (Escherich) Lehm. et Neum.



140 Anhang

2. Milch nicht koaguliert. Gasbildung aus Milch-

zucker . . . . Bact. pneumoniae Friedldr.
3. Milch koaguliert. Keine Gasbildung aus Milch-
zucker . . . . Bact. limbatum Marpmann.

4. Milch nicht koaguliert. Keine Gasbildung aus
Milchzucker. Bact. lactis innocuum (Wilde) Lhs.
5. Kriftige Schleimbildung in Milch
Bact. lactis viscosum (Adametz) Lehm. et Neum.
B) beweglich.
1. Milch koaguliert. Gasbildung aus Milchzucker.
Bact. coli (Escherich) Lehm. et Neum.
2. Milch nicht oder langsam (labartig) koaguliert.
Keine Gasbildung aus Milchzucker
' Bact. radiobacter (Beijck.) Lhs.
3. Milch nicht koaguliert. Keine Gasbildung aus
Milchzucker. Zéhhiutige, trockene, stark runzlige
Kolonien, denitrifizierend
Bact. Stutzeri Lehm. et Neum.
4. Milch nicht koaguliert. Keine Gasbildung aus
Milchzucker. Eigenartig kriimelige Kolonien
mit bogenartigen Fortsitzen. Die Zellen zeigen
deutliche Polfirbung; oft Involutions-Formen.
Starke Schleimbildung in Salpeterlésung.
Baet. agreste Lhs.
b) Gelatine verfliissigt
a) unbeweglich
Bact. disciformans (Zimmerm.) Lehm. et Neum.
B) beweglich
Bact. punctatum (Zimmerm.) Lehm. et Neum.
2. Kolonien mit wurstfirmig gedrehten, band- oder strahl-
artigen, mitunter inselartigen Ausldufern
Bact. vulgare (Hauser) Lehm. et Neum.
II. Wei — grau; Substrat wird griin, blau oder tiefbraun
verfirbt.
1. Gelatine verfliissigt, Substrat meist griin, selten braun
Bact. fluorescens (Fliigge) Lehm. et Neum.
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2. Gelatine nicht verfliissigt

a) Substrat meist griin, selten braun
Bact. putidum (Fligge) Lehm. et Neum.
b) Substrat blau bis schwarz
Bact. syncyaneum (Ehrenbg.) Lehm. et Neum.

Gelb (zum Teil graugelb, griinlichgelb) bis orange gefirbt

1.

Intensiv griingelb; sehr kleine, lebhaft bewegliche
Stibchen, Gelatine langsam (kuglig) verfliissigt
Bact. turcosum (Zimmerm.) Lehm. et Neum.

. Kriiftig zitronen- bis goldgelb

a) nicht verfliissigend, nicht beweglich
Baet. luteum (Fligge) Lehm. et Neum.
b) verfliissigend, nicht beweglich
Bact. helvolum (Zimmerm.) Lehma. et Neum.
¢) verfliissigend, beweglich
Bact. herbicola Burri et Diiggeli.

. Zitronengelb mit roter Verfirbung des Substrats

Bact. erythrogenes (Grotenf.) Lehm, et Neum.'

. GelblichweiB bis dottergelb oder grauorange, selten bis

braunlichgelb wechselnd
a) nicht verfliissigend, nicht beweglich
Bact. cremoides Lehm. et Neum.
b) verfliissigend, nicht beweglich ’
Bact. nubilum Lehm. et Neum.
c) verfliissigend, beweglich
Bact. ochraceum (Zimmerm.) Lehm. et Neum.

. Gelb, orange bis ziegelrot

a) unbeweglich Bact. fulvum (Zimmerm.) Lehm. et Neum.
b) beweglich . . . . . . Bact. chrysogloea Zopf.

IV. Rosarot, karmin, rostrot bis braunrot gefirbt

a) nicht verfliissigend, nicht beweglich
Bact. latericium (Adametz) Lehm. et Neum.
b) nicht verfliissigend, beweglich Bact. Cowardi(HuB8)Lhs.
¢) verfliissigend, beweglich
Bact. prodigiosum (Ehrenbg.) Lehm. et Neum.
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V. Blau bis violett gefarbt
1. violett . Bact. violaceum (Schrioter) Lehm. et Neum.
2. indigoblau Bact. indigonaceum (Claessen) Lehm. et Neum.
3. himmelblau bis blaugriin
Bact. caeruleum (Voges) Lehm. et Neum.

Bacillus Cohn emend. Hueppe.
Sporenbildende, gerade Stdbchen, oft von betrdchtlicher Groge.
A. Auf Fleischnihrbdden nicht oder nur kiimmerlich
wachsend.

I. Aérob. Harnstoff zersetzend B. Pasteurii (Miquel) Migula.
II. Anaérob. Zellulose zersetzend
1. Wasserstoffbildend

B. fermenlationis cellulosae Omelianski.
2. Methanbildend . . B. methanigenes Lehm. et Neum.
B. Auf Fleischndhrboden aérob meist gut gedeihend.
I. Gelatinestich mit Astchen besetat
1. Zarte, wurzelartige Ausldufer; langsam beweglich
B. mycoides Fliigge.
2. Haarartige, wolkenartig zusammenlaufende Ausldufer;
lebhaft beweglich B. sphaericus A. Meyer et Neide.
3. Astchen sehr kurz; unbeweglich B. Ellenbachensis Caron.
I1. Gelatinestich ohne Astchen

1. Kartoffelkultur diinn, durchscheinend B. tumescens Zopf.
2. Kartoffelkultur rein wei, erhaben B. oxalaticus Zopf.

8. Kartoffelkultur weiBgrau, flach, mehlig bestdubt
B. subtilis Cohn.
4. Kartoffelkultur cremefarbig bis rotlich, schleimig (8hn-
lich Bact. pneumoniae) B. pumilus A. M. et Gottheil.
5. Kartoffelkultur gelblich-bréunlich (dhnlich Bact. coli).

a) Langsam beweglich
o) auf Gelatine und Agar Subtilis-dhnlich

B. Megaterium De Bary.
8) gelbgefiirbt, Agar wird braun, Gelatine kuglig
verfliissigt . . B. petasiles A. M. et Gottheil.

.
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b) Lebhaft beweglich
a) auf Gelatine und Agar grau, durchscheinend; sehr
groBe Sporen . B. asterosporus (A. M.) Migula.
B) gelb, kleine Stébchen mit zylindrischen Sporen
B. parvus A. M. et Neide.
Y) gelb bis dunkelrotbraun, Agar schwarzbraun ver-
farbt, Sporen elliptisch B. silvaticus A. M. et Neide.

6. Kartoffelkultur mit faltigen Erhebungen
a) wei-grau . . . B. mesentericus vulgatus Fliigge.
b) gelblich . . . . B. mesentericus fuscus Fligge.
c) rosa-rotbraun . . . B. meseniericus ruber Globig.
d) graublau-braunschwarz B. meseniericus niger Lunt.

C. Obligat anaérob. Auf Fleischndhrboden gut wachsend.

1. Kriftig EiweiB zersetzend; keine Buttersiure bildend.
Stibchen mit Sporen meist in Plektridien-Form

B. putrificus Bienstock.

2. EiweiB zersetzend und Buttersdure bildend. Stébchen
mit Sporen meist in Plektridien-Form

B. parapulrificus Bienstock.

3. Buttersiiure bildend, nicht EiweiB zersetzend. Stdbchen
mit Sporen meist in Clostridien-Form

B. amylobacter van Tieghem emend. A. M. et Bredemann.

a) beweglich . . . . . B. amylobacter var. mobilis.

b) unbeweglich . . . B. amylobacler var. immobilis.

4. Lange, schlanke, borsten- bis stecknadelférmige Stibchen;
von den Abbauprodukten des B. putrificus lebend.
B. postumus Heim.

1I. Demonstrations-Experimente

Da die Form der Bakterien sowohl fiir die Erkennung der
Art wie namentlich fiir die landwirtschaftlich allein bedeutungs-
volle Leistung der Mikroorganismen von sehr untergeordneter
Bedeutung ist, so erscheint speziell fiir Demonstrationszwecke ein-
Mikroskop als durchaus entbehrlich, ganz abgesehen von dem
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Kostenpunkt und dem berechtigten Bedenken, ungeiibten Beobachtern
ein so wertvolles Instrument in die Hand zu geben. Einige gute
Abbildungen geniigen vollauf, wenn man sich nicht darauf be-
schrinken will, die drei Grundformen an einer Billardkugel, einer
‘Wourst (oder einem Lampenzylinder) und an einen Korkzieher zu
demonstrieren.

Fir die Versuche sind im allgemeinen etwas griBere Ge-
fiBe, als sie sonst benutzt werden, empfehlenswert. An Stelle der
gewthnlichen Petrischalen (ven 10 cm Darchmesser) verwendet man
zweckmiBig ca. 12—15 cm im Durchmesser halt:nde Doppelschalen.
Ebenso treten an Stelle der 50-ccm-Erlenmeyer-Kolben solche von
800—500 ccm Inhalt oder gréBere Rundkolben (von 1—2 Liter In-
halt). Auch fiir die Reagenzglas-Kultmen sind geniigend groBe
Gliser (ca. 25 X 220 mm) zu wihlen, die am besten in Schaukisten
unterzubringen sind (vergl. Anhang III).

Verbreitung, Entwicklung und Eigenschaften der Bak-
terien. Der Keimgehalt von Luft, Wasser, Milch, Butter, Kise,
Stallmist und Boden kann nach §§ 16, 20, 50, 75, 80, 89 und 107
nachgewiesen werden.

Die entweder von solchen GuBkulturen (nach § 21) isolierten
oder direkt von einem bakteriologischen Laboratorium bezogenen
Reinkulturen der héufigsten Bakterien (weiBe und gelbe Mikro-
kokken aus Luft oder Milch, Fluoreszenten, Heu-, Kartoffelbazillen
usw.) sind auf die Standard-Néhrboden zu iibertragen (§§ 29—31).
Gut entwickelte Kulturen konnen nach den im Anhange III folgenden
Angaben konserviert werden.

Die Heubakterien eignen sich ausgezeichnet zur Demonstra-
tion der Kochfestigkeit der Bakterien-Sporen (vergl. § 33), die
Buttersédurebakterien in der faulenden Kartoffel zum Nach-
weis des Vorhandenseins luftscheuer Mikroorganismen (§§ 40, 41).

Wegen des fiir agrikultur-bakteriologische Versuche in den
verschiedensten Richtungen ungemein fruchtbaren Prinzips der An-
hdufungsversuche s. § 46.

Milchbakteriologie. Die fiir die bakteriologische Milch-
priifung in erster Linie in Betracht kommenden Methoden (GuS-
kulturen, Schleuderprobe, Reduktase- und Katalaseprobe, Koch- und
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Alkoholprobe, Milch- und Labg#érproben) wurden in §§ 50—56 be-
sprochen. Besondere Berticksichtigung verdient das auf den Awus-
stellungen der ,Deutschen Landwirtschafts - Gesellschaft“ fibliche
Milchpriifungs-Verfahren (s. § 56, Lit.). Fiihrt man die Katalase-
probe mit derselben Milch nach verschielen langer Aufbewahrungs-
dauer ans, so kann die in der Milch vor sich gehende Keim-
vermehrung deutlich sichtbar gemacht werden. (Da8 fast alle
lebenden Zellen Wasserstoff-Superoxyd zerlegen, 188t sich mit Hilfe
des Perhydrol-Mundwassers sebr anschaulich demonstrieren).

Von hervorragender praktischer Bedeutung ist der Nachweis
von Fremdinfektionen nach § 57.

Die Titigkeit der sdurebildenden und der kisestoff-
16senden Milchbakterien ist unter Benutzung der in §§ 60 und 63
angegebenen Methoden besonders schin zu erkennen. Schleim-
bildner konnen nach § 66 angehiéiuft werden. §§ 71—78 unter-
richten iiber das abnorme Verhalten erhitzter Milch, sowie iiber
die Unmdglichkeit, Milch sicher zu sterilisieren.

Diinger- und Boden - Bakteriologie. In Verbindung mit
GuBkulturen (§§ 89 und 107) sind Versuche iiber CO,-Entwicklung
(Atmungsversuche) recht instruktiv (vergl. §§ 95 und 109). Die
starke Gasentwicklung im lagernden Mist ist an dem in einer fest-
verschlossenen Flasche befindlichen Material ohne weiteres zu er-
kennen. Wegen der verschiedenen Moglichkeiten der Pektin- und
namentlich derZellulose-Zersetzuag vergl. §§91, 92, 111 und 112.

Von den Versuchen iiber Ammoniakbildung aus organischen
Handelsdiingern, aus Harnstoff und aus Cyanamid (§§ 97, 117, 118,
120) geben besonders die beiden zuerst genannten sehr anschauliche
Resultate. Die Nitrifikation (§ 100) ist dadurch interessant, da8
trotz kaum sichtbarer Entwicklung doch eine recht lebhafte Um-
setzung stattfindet. Die Denitrifikation (§ 101) wird zweck-
m#Big sowohl in hoher wie in flacher Schicht (Reagenzglas und
Erlenmeyer-Kolben) angesetzt; man kann dann zeigen, daB sie nur
bei weitgehendem Luftabschlu8 lebhaft wird, mithin im gut durch-
liftetem Ackerboden keine erhebliche Rolle zu spielen vermag.

Die Knéllchenbakterien sind nach dem in § 125 an-
gegebenen Verfahren relativ leicht rein zu erhalten. Zur Demonstra-

Léhnis, Praktikum. 10

|
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tion der Bakterien- Ansiedelungen in den Wurzelknillchen eignen
gich Lupinenwurzeln meist am besten. Wegen Infektionsversuchen
vergl. § 126. Die Azotobakter-Anhdufung (§ 127) kann auBer
in mit Erde geimpfter Mannitlésung auch auf den mit dieser Losung
getrinkten, oben mit ein klein wenig Erde bestreuten Gipsplatten
vorgenommen werden. Die gleichzeitige Priifung mehrerer Boden-
proben (Lehm, Sand, Moor usw.) gibt oft auffallend verschiedene
Bilder. _ .

Zum Nachweis der Phosphatlésung sind Dicalciumphosphat-.
Platten (§ 130), zur Demonstration der Schwefelwasserstoff-
Bildung durch Bakterien die BleiweiSprobe (§ 182) beconders ge-
eignet.

Impfc man die hauptséchlich in Betracht kommenden Lésungen,
diese zum Teil in flacher und in hoher Schicht, gleichzeitig mit
derselben Erde und hilt man die einander entsprechenden Versuchs-
gefiBe: bei verschiedenen Temperaturen, so kann man in iiber-
zeugender Weise dartun, daB zahlreiche verschiedene, eventuell ein-
ander direkt entgegenarbeitende Gruppen von Mikroorganismen im
Boden nebeneinander vorhanden sind, daB es aber vor allem von
den physikalischen und chemischen Einfliissen (Bearbeitung, Diingung
und Benutzung des Bodens) abhingt, ob und in welchem Umfange
die Bakterien-Titigkeit jeweils zur Entfaltung kommt.

III. Herstellung von Dauerpriparaten

Am schonsten priisentieren sich die Bakterienkulturen im all-
gemeinen im frischen Zustande. Doch fallen auch die Dauer-
priparate oft recht befriedigend aus; fiir viele Fille ist das Vor-
handensein einer solchen bakteriologischen Sammlung kaum zu
entbehren. Von Krals bakteriologischem Laboratorium (s. An-
hang V) konnen Dauerpriparate kiduflich erworben werden; sie
sind allerdings nicht billig.

Bei der Herstellung halte man sich an folgende Regeln: GuB-
kulturen in Petrischalen konserviert man in der Weise, da8 man
nach Abheben der Deckelschale den das Substrat enthaltenden
Unterteil mittels Plastilin luftdicht auf eine sterilisierte Glasplatte
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aufkittet.: Mehrere nebenéinander placierte :Schalen.iiberdeckt man
mit einer ‘ zweiten Glasscheibe und gibt, dem Ganzen durch.An-
bringen eines einfachen Holzrahmens Kastenform. : Handelt es sich
am Gelatineplatten, so ist ein vorheriges Abtoten der Kolonien
meist nicht za umgehen, besonders dann nicht, wenn verfliissigende
Bakterien in Frage kommen. Zu. diesem Zwecke legt man in den
Deckel der (umgekehrten) Petrischale ein Stiick Filtrierpapier, das
man mit Formalin tréinkt. Die entstehenden Formaldehyd-Démpfe
toten die Bakterien nicht nur, sondern bringen meist (doch nicht
bei allen Arten) auch die verfliissigte Gelatine wieder zum Er-
starren; diese beh#lt jedoch ihr Ansehen (als ob sie noch flussxg'
wire) unverindert bei. Leider verblassen aber die Farben gleich-
zeitig sehr und die Platte wird oft, besonders wenn man das
Formalin zu lange einwirken 1dBt, auch durch zu weitgehendes
Austrocknen unansehnlich. Soweit dies moglich ist (speaiell bei
Agar-Platten) vermeidet man deshalb’ lieber die Formalin-Behand-
lang und nimmt nur das Festkitten vor, am besten schon etwas
bevor der Hiohepunkt in der Entwicklung erreicht wurde.

Sehr schone und gut haltbare Demonstrations- Objekte erzielt
man, wenn man die (nach § 28) in Soyka-Fléischchen angelegten
Riesenkolonien in der Weise konserviert, da8 man den Watte-
stopfen abbrennt, ihn ein kleines Stiick in den Hals hineinschiebt
und diesen durch AufgieBen von Pech, das man in einer Porzellan-
schale zum Schmelzen brachte, luftdicht verschlieBt?). Mehrere
golcher Fldschchen kann man dann. in linglichen Holzkltzchen
nebeneinander montieren, indem man die Hilse in entsprechende
Ausbohrungen einsteckt, mit etwas Watte feststopft und an der
einen Lingsseite des Holzklotzchens die entsprechenden Etiketten
anbringt (eventuell so, daB sie leicht ausgewechselt werden konnen).

Bei Reagenzglaskulturen verfahrt man in entsprechender
Weise. Nur bei in" lebhafter Verfliissiguig begriffenen Gelatine-
kulturen wird man Formalin, mit dem der Wattestopfen schwach
zu befeuchten ist, nicht entbehren konnen. Im iibrigen gibt auch

) Etwa entstandene Pechflecken konnen mittels Xylol leicht
entfernt werden. . °
10*
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hier rechtzeitiger, luftdichter Abschlu8 mittels Pech die giinstigsten
Resultate. Zur Demonstration sind (fiir je 6 Gléser berechnete)
Schaukiisten sebr geeignet, die oben und unten entsprechende Aus-
bohrungen (wie die Reagenzglasgestelle) besitzen, vorn und
hinten durch Glasplatten und oben durch einen Schiebedeckel ge-
schlossen sind. An der einen Seite sind Einsteckoffunungen fiir
Etiketten vorzusehen.

Gute Dauerpriparate liefern auch die Milch- und besonders
die Labgérproben. Jene sind nach AufgieSen von ein wenig
Formalin luftdicht zu verschlieBen. Die Kischen werden dagegen
durch Einlegen in absoluten Alkohol (w#&hrend einiger Wochen)
gehiirtet. Dann kann man daraus sehr schine Schnittpriiparate
anfertigen, die in Alkohol oder Formalin-Wasser aufzubewahren sind.

IV. Laboratoriums-Einrichtung

Uber Apparate und lnstrumente wurde im Kapitel I das
Wichtigste mitgeteilt. Dort wurde auch bereits betont, daB in
vielen Fiéllen einfache, mit einigem Geschick zustande gebrachte
Improvisationen vollauf geniigen. Wegen der fiir Demonstrations-
versuche bendtigten groBeren Flaschen, Gipsplatten usw. vergl.
Anhang II. Gummischlduche, Thermometer, Thermoregulatoren,
Porzellanschalen und sonstige Laboratoriums-Bediirfnisse miissen
natiirlich ebenfalls, je nazh der Ausdehnung der geplanten Arbeiten,
vorhanden sein. Als Wagen geniigen fiir die meisten Fille, speziell
auch fiir das Abwiegen der zur Bereitung der Ni#hrlosungen er-
forderlichen Substanzmengen, solche einfachster Konstruktion (z. B.
die kleinen Krimer-Handwagen mit Hornschalen).

Die Fenster des Laboratoriums sollen, wenn irgend méglich,
nach Norden gelegen sein. Das Vorhandensein eines Abzugs fiir
den Dampftopf ist erwiinscht. Desgleichen erweist sich ein Eis-
schrank speziell fiir die Sommermonate oft recht niitzlich. AuBer
dem Mikroskopiertisch sollte ein besonderer Tisch (fiir Kochen usw.)
und, wenn irgend mgglich, auch ein Aufwaschtisch verfiigbar sein.

Am Mikroskopiertisch ist der Sitzplatz (in etwa 1—1,20 m
Linge) von allen Kisten usw. freizuhalten (vergl. Abb. 8 auf 8. 11).
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Die seitlich angeordneten Schubkisten (fiir das gesamte Arbeits-
Material) und der Mikroskop-Schrank kénnen zwecks Raumersparnis
eventuell rechtwinklig zum Sitzplatz zu stehen kommen. Die Breite
des Tisches ist zweckmiiig anf 60—70 cm zu bemessen; die Ent-
fernung vom Fenster soll 1 m nicht iiberschreiten. Als Mikro-
skopierstuhl geniigt ein einfacher dreibeiniger S8chemel von an-
gemessener Hohe vollkommen.

Ein Schrank dient zum staubfreien Aufbewahren der Glas-
geriitschaften usw. AuBerdem sind einige Regale an passenden
Stellen fiir Chemikalien, Ttpfe, Reagenzglas-Gestelle usw. anzu-
bringen (TiefenmaBe 20—80 cm, Abstinde der Zwischenbretter, je
nach der Verwendung, 20—32 cm).

Fiir Tische und Regale hat sich folgende (von Wortmann an-
gegebene) Beize ansgezeichnet bewihrt:

Lisung I Losung II
100 g Kupfersulfat 100 g salzsaures Anilin
50 g chlorsaures Kali 40 g Chlorammoniom
615 ccm Wasser 615 ccm Wasser.

Beide Losungen werden dreimal wechselsweise aufgetragen; zwischen-
durch muB das Holz jedesmal zunichst wieder trockem werden.
Zuletzt nimmt man die griinliche, miBfarbige Schicht mit lauwarmem
Wasser weg; nach erfolgtem Trocknen wird ein wenig gekochtes
Leinsl mittels eines Léppchens eingerieben und der Tisch zuletat
mit Wasser nnd Seife abgewaschen. Das Holz nimmt bei dieser
Behandlung eine gleichm#Big schwarze Farbe an und wird sehr
widerstandsféhig gegen Siuren und Laugen.

Ilustrierte Beschreibungen groBerer bakteriologischer Labo-
ratorien finden sick in folgenden Arbeiten:

Aderhold, Die Kaiserl. Biologische Anstalt fiir Land- und
Forstwirtschaft in Dahlem, Dtsche. landw. Presse 1905, S. 673 und
Mitt. a. d. Biolog. Reichsanstalt, Heft 1, 1906;

v. Freudenreich, Das bakteriologische Laboratorium der
schweizerischen landw. Versuchsanstalten Liebefeld-Bern, Centralbl.
f. Bakt., II. Abt.,, 18, S. 631;

Knoll und Kornauth, Die K. K. landw.-bakteriologische



150 t.. . Anhang

und Pflanzenschutz- Station in ‘Wien, 'Zeitschr. f. d. landw. Vers»
‘Wesen in Osterreich, 1902, S. 697;
L. Russell, Description of .the laboratones in agnou.ltuml
bacteriology, Ann. Rep. Wisconsin Agric. Exp. Station, 21, S. 368;
Wehmer, Das Laboratorium fiir technische Bakteriologie an
der Techn. Hochschule Hannover, Centralbl f. Bakt., II. Abt., 28,
S. 667. . '

V Bezngsquellen

Neben den klemeren, den  6rtlichen Bedarf deckenden Glas-
waren-, Drogenhandlungen .usw., kommen hauptsichlich folgende
groBere Firmen in Betracht: Paul Altmdann, Berlin NW, Luisen-
str. 47 (Apparate und Geritschaften); Dr. G. Griibler & Co.,
Leipzig, Liebigstr. 1b (Farben, Reéagentien usw. fiir Mikroskopie);
Fr. Hugershoff, Leipzig, Carolinenstr. 13 (Geritschaften,
speziell Zentrifugen und Schleudergliischen zur Milch- -Leukozyten-
Probe); Krals Bakteriologisches Laboratormm, Prag I, Kleiner
Ring 11 (Remkulturen, Dauerpriparate, Mlkrophotogramme), F. und
M. Lautenschléger, Berlin N 39, Chausseestr. 92 (Apparate,
Geriite usw.); E. Leitz, Optische Werkstatte, Wetzlar (Mikroskope);
E. Merck, ‘Chem. Fabrik, Darmstadt (Chemikalien, speziell fiir
verglelchendf, Untersuchungen in fast allen groferen Laboratorien
der’ Welt benutzt); Dr. Rob. Muencke, Berlin NW 6, Luisen-
str. 58 (Apparate, Geriite usw.); C. Rei chert, Wien VII1, Benno-
gasse 24—26 (Mxkroskope),Dr Herm. Rohrbeck Nachf., BerlmNW
Karlstr. 20a (Apparate, Gerdte usw.); F. Sartorius, Gottingen
(Wagen, Brutschrinke); W. und H. Seibert, Optisches Institut,
Wetzlar (Mikroskope); Vereinigte Fabriken fiir Laboratoriums-
bedarf, G. m. b. H., Berlin N 39, Scharnhorststr. 22 (Apparate,
Geriite usw.); M. Wallach Nachf., Cassel (Apparate und Gerite);
Carl ZeiB, Optische Werkstitte, Jena (Mikroskope).



.Sachregister .

Abstiften der Kolonien 27.
Abwiigen, steriles 95.
Acetate, Methanbildung 109.
acidophile Bakterien 90.
Agrobacter 81. )
Askulin-Bouillon 71, 81.
Agar 15, 18—20, 221, 47, 53.
Algen, Kultur 134.
Alkohol-Nachweis 91.
— -Probe 77.
Amid-Assimilation 116.
Ammon-Assimilation 117.
Ammoniak-Bildung 124 ff.
— -Nachweis 114.
anatrobe Bakterien 683—67, 98,
100, 106, 126, 134. -
Anhéufungsversuche 68.
Anilinfarben 36, 38, 46.
Anilin-Viktoriablau 54.
Antagonismus 67.
Apochromate 39.
Apparate 5—9.
Arbeitsregeln 13.
Aromabakterien 87.
Ausstrichpriparate 36—38, 411,
83. '
Autoklav 6f., 18 1.
Auxanographie 67.

Azotobacter 47, 133 1.

Bacillus amylobacter 62, 107,
134, 143.

— asterosporus 122, 143.

— casei. 84.

— ZEllenbachensis 142.

— fermentationis cellulosae 142.

— Megaterium 142,

— mesentericus fuscus 143,

— — niger 143.

— — ruber 143.

— — vulgatus 52, 62, 93, 122,
125, 148.

— methanicus 123.

— methanigenes 142.

— mycoides 125, 142.

— oligocarbophilus 124.

— oxalaticus 142.

— paraputrifieus 143.

— parvus 143.

— Pasteurii 112, 127, 142.

— petasites 142.

— postumus 143,

— pumilus 116, 127, 142.

— putrificus 93, 126, 143.

— silvaticus 143.

— sphaericus 142.

— subtilis 52, 93, 122, 125, 142.



152 Sachregister

Bacillus tumescens 142.
Bacterium acidi lactici 84, 139.
— aérogenes 81, 84, 116, 139.
— agreste 140.

— caeruleum 142.

— casei 84.

— caucasicum 84, 139.

— chrysogloea 141.

— coli 81, 112, 116, 125, 140. -

— Cowardi 141.

— cremoides 141.

— disciformans 140.

— erythrogenes 112,116,127, 141.

— fluorescens 96, 112, 116, 125,
130, 140.

— formicicum 110.

— falvum 141.

— G@Giintheri 84.

— helvolum 141.

— herbicola 141.

— indigonaceum 142.

— lactis 84.

— — acidi 84.

— — innoenam 140.

— — viscosum 140.

— latericium 141.

— limbatum 140.

— luteum 141.

— nubilum 141,

— ochraceum 141.

— pneumoniae 140.

— prodigiosam 112, 141.

— punctatum 96, 125, 140.

— putidum 141.

— radicicola 183, 139.

— radiobacter 116, 125, 133, 140.

Bacterinm Stutzeri 130, 140.
— syncyaneum 141.

— turcosum 124, 141.

— violaceum 142.

— vulgare 112, 125, 140.
Bechergldser 12.
Beleuchtungs-Apparat 39 f.

Bestimmung der Bakterien 57 bis

62, 83, 137—143.
Bezngsquellen 150.

Bierwiirze 108, 108.
BleiweiSprobe 136.

Blende 40, 43.
Blutmehl-Zersetzung 124 f.
Boden, Keimgehalt 119.
Bodenextrakt-Néhrhoden 118.
Bodenprobén, Entnahme 120.
Bouillon 16f., 48 f.

— Entzuckerung 50.
Brotbrei 103.

Brutschriinke 7.

Butter, Keimgebalt 94.
Buttersiure-Bakterien 62, 93 f.
Butyrin-Agar 96.
Calciumeyanamid 127.
Canada-Balsam 37.
Carbolfuchsin 46.
Casein-Losung 8587, 100 £.
Chloroform-Methylenblqu 83.
Clostridien 63.

Colibakterien, Nachweis 81.
Cyanamid-Zersetzung 127.
Dampf-Sterilisation 5—7.
Darmbakterien, Zéhlung 105.
Darm-Milchsdurebakterien 83.
Dauerpriparate 146—148.



Sachregister

Deckgliser 12.
Demonstrations-Experimente 143
bis 145.
Denitrifikation 114, 129.
Dextrose-Agar 20, 48.
— -Losung 134.
Diphenylamin-Reaktion 114.
Diinger, Keimgehalt 104 —107.
Bin-Zell-Kultur 69.
Eisenbgkterien 135.
Eisentartrat-Gelatine 136.
Eiwei8, Zersetzung 100, 109.
Entzuckerung der Bouillon 50.
Erdkultaren 133, 134.
Erdproben, Entnahme 120,
Erhitzung der Milch 92f.
Erlenmeyer-Kolben 12.
Essigsiiare-Bouillon 90.
Exkremente, Keimgehalt 104 his
107.
Firben der Bakterien 36 —38, 54,
83, 130.
Fiizes, Keimgehalt 104—107.
fermentierte Milch 89.
Fettsiduren, Entstehung 100.
— Zersetzung 101, 109.
Fett-Zersetzung 96.
Fibrin-Nachweis 75.
Filtrier-Apparate 8.
Fixieren 36, 60.
Fleischmehl-Zersetzung 124 £.
Fleisch-Niéhrboden 15—23.
Fleischpepton-Molkengelatine 72.
Formalin zur Konservierung 147.
Formiat-Vergérung 110.
Giirapparate 51.

153

Giirproben 78—80, 92.
Girungsintensitiit der Erde 121.
GeiBelpriparate 45 f.

Gelatine 15, 17 f., 47—49,
Giltay-Losung 115,

Gipsplatten 129, 133.

Gliiser, Vorbereitung 15, 21.

| Glyzerin-Vergdrung 101.

Gram-Firbung 54.
Griindiinger, Zersetzung 125.
Guajakol 92.
GuBkulturen 25, 85, 46, 53.
Hingender Tropfen 42—44.
Harnsdure-Zersetzung 113.
Harnstoff-Zersetzung 111, 126.
Hefen-Extrakt 90.
— -Ziichtung 91, 102.
HeiBluft-Sterilisator 5.
HeiBwasser-Trichter 8.
Heubakterien 52.
Heyden-Agar 72.
Hipparsiure-Zersetzung 112.
Hornmehl-Zersetzung 124 £.
Immersion 39—41.
Indol 49.
Instrumente 10—12.
Isolierung der Bakterien 32—35,
68—70.
Jaourt 89.
Jauche 105.
Jod-Jodkalium-Lésung 54.
Jodoform-Reaktion 91.
Kise, Keimgehslt 97.
Kalkstickstoff 127.
Kanada-Balsam 37.
Kapsel-Firbung 88.



154 Sachregister

Karbol-Fuchsin 46.

“Kartoffel-Bakterien 62.

— -Féulnis 62.

— -Nihrboden 23 f£., 47.

Kasein-Losung 85—87, 100f. -

Katalase-Probe 76, 92, 120.

Kefir 89. )

Keimgehalt ‘des Boden 119.

— der Butter 94.

— des Diingers 104.

— des Kiises 97.

— der Luft 26, 80, 93.

— der Milch 72, ¢

— des Wassers 31, 80, 81.

Kieselgur-Filter 9. -

Klatsch-Priiparate - 97.

Knochenmehl-Zersetzung 125.

Knbllchen-Bakterien 130—132.

— -Bildung 180, 132.

Kochprobe der Milch 77.

Kohlenoxyd-Umsetzung 124.

Kohlensture-Bildunig 110, 121

Kolonien 27—30, 35. ;

Konservieren der Kulturen 146
bis 148.

Kot, Keimgehalt 104—107.

Kreide-Agar 82.

Kumi8 89.

Labenzym 85—87.

Lab-Gérproben 79, 148.

Laboratoriums-Einrichtung 148
bis 150

— -Regeln 13 1.

Lackmus 50, 72.

Laktat-Vergirung 101, 109.

Laktobazillen 84, 90, 99.

Laktose -Agar 72. :
~ -Hefen 91. - : !

Legummosen, Knollchenblldung
130, 132.

Leukozyten-Probe 73.

Literatur 2—4. + :

Luft, Keimgehalt 24—26 80, 93.

Lugolsche Losung 54.

Magnesia-Gips-Platten 129.
Mannit-Nihrboden 131 —133.
Mazun 89. )
Messang der Bakterien 44 f.
Methan-Bildung '109.
— -Oxydation 123.
Methylenblau-Reduktion 75.
Micrococcus acidi lactis 84, 137.
— agilis 138.
— — albus 138.
— aurantiacus 138.
— badius 137.
— butyri 137. -
— candicans 138.
— chromoflavus 187.
— concentricus 138.
— eremoides 137.
— cyaneus 138.
— Freudenreichii 138.
— lactis acidi 84, 137.
— luteus 137. ‘
— pituitoparus 88, 138.
— pyogenes 137.
— roseus 138.
— sulfureus 138.
— umbilicatus 137.

— versicolor 138.

. Mikrokokken 84, 100, 111f.

a



‘Sachregister

Mikrometer 44 £
Mikroskop 10, 14, 39—41.
Mikroskopier-Tisch 148 f.
Milch 23, 48, 71 ff:~

— -Agar 86 AT

— Alkoholptobe 77.

— -Anaérobe 93. - LS
—.Aromabildung; 87.

— -Erhitzung 92 f.

— -Fehler 80.

— fermentierte 89.

— -Girproben 78—80, 92.
— -Gerinnung 78.

— -Hefen 91.

— -Katalaseprobe 76, 92.,
— Keimgehalt 72.,,

— Kochprobe 77. -

— mikroskopische Priifung 74.

— peptonisierte 99.
— -Peroxydasen 92.
— -Reduktaseprobe 75.
— Schleimbildung 88.
— -Schleuderprobe 73.

Milchsiure-Bakterien 82—85, 99.

Milchzucker-Bouillon 71, 81.
Molekular-Bewegung 44.
Molken-N&hrboden 71.

Nihrbsden 15— 24, 711., 103, 118.

Nihrlgsung nach Cohn 51.
— nach Frinkel 52.

— nach MaaBen 51.

— nach Uschinsky 51.
Nitrat-Nachweis 114.

— -Reduktion 115, 130.
Nitrifikation 113, 128.
Nitrit-Agar 129.

155

Objekttriger 12, 43.
Ol-Immersion 39, 41.
Paraphenylendiamin 92.
Pasteurisieren 52, 55, 92 f.
Pektin-Darstellung 108.

— -Zersetzung 107, 122.
peptonisierende Bakterien 93.
peptonisierte Milch 99. '
Peptonwasser 51.-
Peroxydasen 92. -
Petrischalen 10, 5.
Pflaumendekokt-Gelatine 108.
Phosphat-Losung 185.
Pinzetten 10.

Pipetten 12.

Platinnadeln 10,-33.
Platten-Kulturen 46. -
Porzellan-Filter 9:
Pyrogallol 65.
Ragit-Néhrboden 16, 20, 24.
Reagenzgliser 12, 147.
Reduktase-Probe 75.
Reinkultur 32, 62, 69. -
Reisbrei 103.

Riesenkolomie 47, 147.
Siurefeste Bakterien 94.
Siure-Lab-Bakterien 85, 101.
Séurewecker-Priifung 95.
Salpeter-Assimilation 117.
— -Bakterien 114.

— -Bouillon 114f.
Samen-Sterilisierung 132.
Sarcina alba 138.

— aurantiaca 138.

— fulva 138.

— lutea 138.



156

Sarcina pulmonum 138.

— rosea 138,

— ureae 138.

Schimmelpilze 96,
1161., 122.

Schleimbildung 88.

Schnittpriparate des Kiises 97.

Schiittelkultur 50.

Schwefelwasserstoff 49, 186.

Sicherheitsbrenner 7.

Silbernitrat 27.

Soyka-Flischchen 46 f.

Sporen 52—57.

Sprofpilze 91, 96, 102.

. Stiirke-Agar 116.

Stalluft, Keimgehalt 26, 80, 93.

Stallmist-Extrakt-Néhrbtden104.

Sterilisier-Apparate 5—7.

Sterilisieren der Hinde 66.

— der Nihrboden 21—24.

— der Samen 132.

— diskontinuierliches 21.

Stichkultur 48.

Stickstoff-Bindung 132—134.

Streptococcus coli brevis 139.

— gracilis 139.

— hollandicus 139.

— Kefir 139.

— lactis 84, 139.

— — innocuus 139.

102, 112f.

Sachregister

Streptococcus mastitidis 139.
— pyogenes 139.
Streptokokken 74, 84, 99.
Strichkulturen 47.

Stroh, Denitrifikation 115.
Succinate, Vergérung 101.
Symbiose 67.

Thermophile Mikroorganismen
110.
Thermostat 7.
Tisch-Beize 149.
Torfextrakt-Gelatine 135.
Traubenzucker 20, 48, 50, 134.
Trockenschrank 5.
Trommsdorffsche Probe 73.
Tropfen, hingender 43—44.
Tusche-Ausstrichpriparate 41 f.
Tuschepunkt-Kultur 69.
Tyrothrix 101.

Verdiinnungsverfahren 31, 68.

Wasser, Keimgehalt 30—32, 81.
‘Wasserstoff-Bildung 109 f.

— -Oxydation 123.
Wasserstoff-Superoxyd 76, 91.
Watte 12, 20.

Wiirze-Agar 103, 108.

Zihlen der Bakterien 27f., 105.
Zellulose-Zersetzung 108, 122.
Zucker, Gasbildung 50, 109, 121.



Verlag von Gebriider Borntraeger in Berlin
W 35 Schineberger Ufer 12a

Bibliothek fiir naturwissenschaftliche Praxis,
herausgegeben von Dr. W. Wiichter.

Bd. I: Praxis der Linsenoptik in einfachen Versuchen
zur Erlduterung und Priifung optischer Instrumente
von Dr. Wilhelm Volkmann. Mit 36 Textabbildungen
u. 4 Tafeln. Taschenbuchformat. Geb. 3 Mk. 50 Pfg.

Bd. II: Anleitung zum praktischen Studium niederer
Tiere von Dr. W. Schleip. Mit 56 Textabbildungen.
Taschenbuchformat. Gebunden 3 Mk. 50 Pfg.

Bd. ITI: Die praktische Bodenuntersuchung von Prof.
E. Heine. Mit 25 Textabbildungen und einer geo-
logisch-agronomischen Karte. Taschenbuchformat.
Gebunden ca. 4 Mk.

Unter der Presse:

Bd. IV: Praktikum der experimentellen Mineralogie
und Kristallographie von Prof. Dr. Sommerfeldt.

Ausfiihrliche Prospekte gratis und franko



Verlag von Gebriider Borntraeger in Berlin
W 35 Schineberger Ufer 12a

Botanisches mikroskopisches Praktikum
fir Anfinger von Prof. Dr. H. Mbbius. Zweite
verinderte Auflage. Mit 15 Abbildungen. Ge-
bunden 3 Mk. 20 Pfg. S .

Die Bedeutung der Reinkultur.
Eine Literaturstudie von Dr. Oswald Richter, Privat-
dozenten und Assistenten am Pflanzenphysiologi-
schen Institut der deutschen Universitit in Prag.
Mit drei Textfiguren. Geheftet 4 Mk. 40 Pfg.

Die Beschidigung der Vegetation durch Rauch
Handbuch zur Erkennung und Beurteilung von Rauch-
schiden von Dr. E. Haselhoff, Vorsteher der land-
wirtschaftlichen Versuchsstation in Marburg i. H.,
und Prof. Dr. G. Lindau, Privatdozent der Botanik
und Kustos am Kgl. Botan. Garten in Berlin. Mit
27 Textabbildungen. GroBoktav. Broschiert 10 Mk.,
gebunden 11 Mk.

Das Problem der Befruchtungsvorgdnge
und andere cytologische Fragen von Prof. Dr.
B. Némec, Vorstand des pflanzenphysiologischen
Institutes der k. k. bohmischen Universitit Prag.
Mit 119 Abbildungen im Text und 5 lithographi-
schen Doppeltafeln. Geheftet 20 Mk., gebunden
23 Mk. 50 Pfg.

Studien iiber die Regeneration
von Prof. Dr. B. Némec. Mit 180 Textabbildungen.
~ Geheftet 9 Mk. 50 Pfg., gebunden 11 Mk. 50 Pfg.

Ausfiihrliche Prospekte gratis und franko
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Verlag von Gebriider Borntraeger in Berlin
W 35 Schioneberger Ufer 12a

Einfiihrung in die Mykologie der Nahrungs-

mittelgewerbe von Professor Dr. Alexander
Kossowicz, Privatdozent an der Technischen Hoch-

" schule in Wien. Mit 21 Abbildungen im Text
und auf Tafeln. Gebunden ca. 5 Mk.

Dieser Leitfaden enthdlt in gedrdngter ibersichtlicher
Darstellung die Methoden der mykologischen Untersuchung
der Nahrungsmittel unter Hinweis auf die wichtigsten als
Nahrungsmittelzersetzer in  Betracht kommenden Pilz-
gruppen. Behandelt werden die Bakteriologie des Molkerei-
wesens (Butter, Milch, Kise), die Zersetzung und Halt-
barmachung von Fleisch, Obst, Gemiise, die Mykologie der
Bickerei, der Zuckerfabrikation und der Tierfuttermittel
unter besonderer Ben‘lcksi}:htigwng der meuesten ein-
schligigen Literatur.

In Vorbereitung beﬁndei sich:

Einfilhrung in die Mykologie der Genussmittel
und in die Gdrungsphysiologie von Pro-
fessor Dr. A. Kossowicz. Mit vielen Textabbildungen
und zwei Tafeln. Geheftet ca. 5 Mk.

Inhalt: Mykologie der Brauerei, der Brennerei, der
Rumfabrikation, Prefhefefabrikation, der Weinbereitung,
Champagnerfabrikation, der Essigfabrikation, Senffabri-
kation, der Kaffee-, Tee-, Kakaogirung und der Tabak-
fermentation.

Ausfiihrliche Prospekte gratis und franke



Verlag von Gebriider Borntraeger in Berlin
W 35 Schineberger Ufer 12a

Handbuch

der

landwirtschaftlichen Bakteriologie

von

Dr. F. Ldhnis

Privatdozent an der Universitdt Leipzig

XI11, 907 Seiten. Grossoktav. Geheftet 36 Mk.
* % Solid in Halbfranz gebunden 41 ME. % %

Wenn man so viberblickt, was in den 907 Seiten
des Werkes in' mithsamer, gewifl jahrelanger Arbeit
zusammengetragen, kritisch geschtet und geordmet
wurde, 80 erkennt man erst die Riesenarbeit, die hier
geleistet wurde. Was bisher in unzihligen Werken
zerstreut war und wozu man, um es zu finden, oft
lange Zeit brauchte, ist hier wie auf einem Prdsentier-
teller, vor einem ausgebreitet. Nicht vergessen diirfen
die reichhaltigen und genauen Literaturangaben werden,
welche das Suchen nach einer bestimmien Arbeit
wesentlich erleichtern.  Die Ubersichtlichkeit ist in
diesem groflen Werke so gut, dafl sich selbst ein Laie
leicht zurecht finden kionnte. Wenn auch der hdohere,
jedoch gewifl nicht zu hoch gegriffene Preis die An-
schaffung dieses Werkes nicht jedermamn ermdiglicht,
0 ist doch zu wiinschen, dafl dies vorzigliche Hand-
buch die méoglichst weitgehendste Verbreitung in land-
wirtschaftlichen Kreisen finden mdge.
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